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 RESUMEN 
RESUMEN 
INTRODUCCIÓN: 
El glaucoma es una neuropatía óptica progresiva crónica caracterizada por una 
degeneración de las células ganglionares retinianas y un daño a la cabeza del nervio 
óptico. De esta forma, hay una pérdida progresiva de campo visual que finalmente 
puede provocar ceguera (Quigley, 2011). 
Uno de los grupos de nuevos tratamientos más prometedores son la melatonina 
y sus derivados, que se han mostrado eficaces en el tratamiento del glaucoma tanto en 
animales (Martinez-Aguila et al., 2016, Crooke et al., 2012, Martinez-Aguila et al., 2013, 
Serle et al., 2004, Alarma-Estrany et al., 2011, Crooke et al., 2013) como en humanos 
(Pescosolido et al., 2015, Ismail and Mowafi, 2009). 
 
OBJETIVO: 
Determinar el papel de los compuestos melatoninérgicos en la patología 
glaucomatosa. En concreto se ha evaluado el efecto de la melatonina y análogos sobre 
la presión intraocular (PIO) en conejos albinos de Nueva Zelanda, medidos en 
condiciones normotensas e hipertensas, así como en ratones C57BL/6J y DBA/2J, 
realizando una caracterización farmacológica de los mismos. A su vez, se ha realizado 
un tratamiento continuado con el 5-MCA-NAT para verificar si dicho compuesto puede 
contrarrestar el aumento de la PIO. Por último, se ha determinado la localización de los 
receptores de melatonina MT1, MT2 y GPR50, además de la variación en el tiempo de 
la expresión de los genes de melatonina en ambos animales. 
 
RESULTADOS: 
Los resultados obtenidos indican que bajo las condiciones hipertensas en 
conejos albinos de la raza Nueva Zelanda, el 5-MCA-NAT fue el mejor compuesto 
reduciendo la PIO (71%) y la agomelatina fue más efectiva (47%) que melatonina (23%). 
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Al comparar con Xalatan®, Trusopt®, Timoftol® y Alphagan®, se comprueba que el 5-
MCA-NAT fue igual de eficaz que Xalatan® y Trusopt®, y que la agomelatina fue tan 
activo como Timoftol® y Alphagan®.  
En el modelo animal de los ratones DBA/2J y C57BL/6J, se ha demostrado que 
el efecto hipotensor de la melatonina es más profundo en el modelo glaucomatoso que 
en el control (19% frente a 33%), y este efecto también está presente cuando se usa 
tanto 5-MCA-NAT (20% frente 29%), como agomelatina (17% frente a 29%).  
Al realizar la caracterización farmacológica de la melatonina y el 5-MCA-NAT en 
ambos ratones, se comprobó que el efecto de ambos era revertido por cualquiera de los 
antagonistas probados en el C57BL/6J. Sin embargo, en el ratón glaucomatoso DBA/2J 
tanto luzindol como 4PPDOT pudieron revertir por completo el efecto de la melatonina, 
pero sólo este último tuvo efecto sobre la acción del 5-MCA-NAT.  
El tratamiento continuado con 5-MCA-NAT aplicado 3 veces a la semana durante 
3 meses, desde el 6º al 9º mes produjo buenos resultados. Estos experimentos 
demostraron una clara tendencia del 5-MCA-NAT a contrarrestar el aumento de la PIO 
observado en los animales no tratados. Aunque parece existir un efecto aparente desde 
la semana 8ª de tratamiento, no es estadísticamente significativo hasta las 2 últimas 
semanas. Es muy probable que con una aplicación diaria de este análogo de la 
melatonina y/o usando un número mayor de animales, los errores serían menores y, en 
consecuencia, las diferencias serían estadísticamente significativas más cerca del 
comienzo de aplicación del 5-MCA-NAT.  
Si esto pasara, la presión se contralaría mejor, y la evolución de la patología se 
pararía como pasa con otros tratamientos farmacológicos (Bhowmik, 2012). 
Se ha demostrado que la expresión de los receptores de melatonina decae con 
el desarrollo de la patología glaucomatosa, siendo el receptor de melatonina MT2 el más 
afectado por la reducción de sus niveles de expresión. Esto implica que el efecto 
hipotensor fisiológico de la melatonina endógena reduciendo la PIO ya no es posible en 
dicha condición. Una solución para estos cambios en la expresión de los receptores es 
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la aplicación exógena de melatonina o cualquiera de sus análogos para permitir la 
activación de los restantes receptores de melatonina.  
En otros estudios se ha demostrado la eficacia de la melatonina y la agomelatina 
en la protección de los daños oxidativos retinianos causados por el glaucoma (Gressens 
et al., 2008, Srinivasan et al., 2011, Wongprayoon and Govitrapong, 2017, Ramos et al., 
2017, Chumboatong et al., 2017) 
Todos estos efectos positivos protegerían a la retina del desarrollo ulterior de la 
patología, lo que hace que estos compuestos melatoninérgicos puedan expandir el 
repertorio actual de medicamentos usados para el tratamiento de la hipertensión ocular 
y puedan situarse como potenciales medicamentos para el tratamiento del glaucoma, 
tanto para el tratamiento de la PIO como para la protección retiniana necesaria. 
 
CONCLUSIONES: 
Tanto melatonina como sus análogos, 5-MCA-NAT y agomelatina, disminuyen la 
PIO en condiciones normotensas y en mayor medida, en condiciones 
hipertensas/glaucomatosas. En estas condiciones actúan bajando la PIO principalmente 
a través de los receptores MT2. El tratamiento continuado con 5-MCA-NAT, con sólo 3 
aplicaciones semanales durante 3 meses, contrarresta la subida de PIO propia del ratón 
glaucomatoso, disminuyéndola en un 14%. Existe una disminución de la expresión de 
los receptores de melatonina MT1, MT2 y GPR50 con la evolución de la patología 
glaucomatosa que impide que la melatonina endógena pueda contrarrestar el aumento 
de la PIO. 
En resumen, los compuestos melatoninérgicos son unos buenos candidatos para 
el tratamiento del glaucoma, dado su efecto sobre la PIO y su acción neuroprotectora, 
aún sin la mejor formulación oftálmica.
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SUMMARY 
INTRODUCTION:  
Glaucoma is a chronic progressive optic neuropathy characterized by 
degeneration of retinal ganglion cells and damage to the optic nerve head. In this way, 
there is a progressive loss of visual field that can eventually lead to blindness (Quigley, 
2011). One of the most promising new treatment groups are melatonin and its 
derivatives, which have been shown to be effective in treating glaucoma in both animals 
(Martinez-Aguila et al., 2016, Crooke et al., 2012, Martinez-Aguila et al., 2013), as well 
as in humans (Pescosolido et al., 2015, Ismail and Mowafi, 2009). 
 
OBJECTIVE: 
To determine the role of melatoninergic compounds in glaucomatous pathology. 
The effect of melatonin and analogues on IOP in New Zealand albino rabbits, measured 
in normotensive and hypertensive conditions, as well as in C57BL/6J and DBA/2J mice, 
have been evaluated, making a pharmacological characterization of them. In turn, 
continuous treatment with 5-MCA-NAT has been performed to verify if this compound 
can counteract the increase in IOP. Finally, we have investigated the location of the 
melatonin receptors MT1, MT2 and GPR50, in addition to the change in their expression 
along the time of melatonin genes in both animals. 
 
RESULTS: 
The results obtained indicate that under hypertensive conditions in New Zealand 
albino rabbits, 5-MCA-NAT was the best compound reducing IOP (71%) and 
agomelatine was more effective (47%) than melatonin (23%). 
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When comparing with Xalatan®, Trusopt®, Timoftol® and Alphagan®, 5-MCA-
NAT was found to be just as effective as Xalatan® and Trusopt®, and that agomelatine 
was as active as Timoftol® and Alphagan®. 
In DBA/2J and C57BL/6J mice model the hypotensive effect of melatonin has 
been shown to be deeper in the glaucomatous model than in control (19% versus 33%), 
and this effect is also present when both 5-MCA-NAT (20% vs 29%) and agomelatine 
(17% vs 29%) were used. 
When the pharmacological characterization of melatonin and 5-MCA-NAT in both 
mice was assessed, the effect of both was reversed by any of the antagonists tested on 
C57BL/6J. However, in the DBA/2J glaucomatous mouse both luzindol and 4PPDOT 
could completely reverse the effect of melatonin, but only the latter influenced the action 
of 5-MCA-NAT. 
Subsequently a continuous treatment with 5-MCA-NAT was applied 3 times a 
week for 3 months, from the 6th to the 9th month. This experiment demonstrated a clear 
tendency of 5-MCA-NAT to counteract the increase in IOP observed in untreated 
animals. Although there is an apparent effect from the 8th week of treatment, it is not 
statistically significant until the last 2 weeks. It is very likely that with a daily application 
of this melatonin analogue and/or using a larger number of animals, the errors would be 
lower and, consequently, the differences would be statistically significant closer to the 
start of application of 5-MCA-NAT. 
If this were to happen, the pressure would be better controlled, and the evolution 
of the pathology would stop like other pharmacological treatments (Bhowmik, 2012). 
It has been shown that the expression of melatonin receptors declines with the 
development of glaucomatous pathology, with the melatonin receptor MT2 being the 
most affected by the reduction of their expression levels. This implies that the 
physiological hypotensive effect of endogenous melatonin by reducing IOP is no longer 
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possible in this condition. One solution to these changes in receptor expression is the 
exogenous application of melatonin or any of its analogues to allow the activation of the 
remaining melatonin receptors. 
Other studies have demonstrated the efficacy of melatonin and agomelatine in 
protecting retinal oxidative damage caused by glaucoma (Gressens et al., 2008, 
Srinivasan et al., 2011, Wongprayoon and Govitrapong, 2017, Ramos et al., 2017, 
Chumboatong et al., 2017). 
All these positive effects would protect the retina from further development of 
pathology, which makes these melatoninergic compounds expand the current repertoire 
of drugs used for the treatment of ocular hypertension and can be placed as potential 
drugs for the treatment of glaucoma, both for the treatment of IOP as well as for the 
necessary retinal protection. 
 
CONCLUSIONS: 
Both, melatonin and its analogues, 5-MCA-NAT and agomelatine, decrease IOP 
in normotensive conditions and, to a greater extent, in hypertensive/glaucomatous 
conditions. In this condition they act by lowering the IOP mainly through the MT2 
receptors. Continuous treatment with 5-MCA-NAT, with only 3 applications per week for 
3 months, counteracts the rise in the IOP of the glaucomatous mouse, reducing it by 
14%. There is a decrease in the expression of melatonin receptors MT1, MT2 and GPR50 
with the evolution of glaucomatous pathology that prevents endogenous melatonin from 
counteracting the increase in IOP. 
In summary, melatoninergic compounds are good candidates for the treatment of 
glaucoma, given its effect on IOP and its neuroprotective action, even without the best 
ophthalmic formulation.
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I. INTRODUCCIÓN 
1. EL SISTEMA VISUAL 
El ojo es considerado el órgano de la visión. Es una estructura altamente 
especializada en la fotorrecepción, proceso mediante el cual la energía lumínica 
proveniente del entorno produce una serie de cambios en las células nerviosas 
especializadas de la retina (conos y bastones). Estos cambios son trasformados en 
potenciales nerviosos de acción (fototransducción) y trasmitidos a las áreas visuales del 
cerebro a través del nervio óptico, donde dicha información es procesada, llevándose a 
cabo el complejo proceso conocido como visión (Forrester et al., 2016). 
El resto de estructuras oculares, como los párpados, músculos extraoculares o 
la glándula lagrimal, son secundarias para este proceso fisiológico, aunque necesarias 
para permitir un correcto funcionamiento del sistema visual (Levin and Adler, 2011). 
 
1.1. ANATOMÍA GENERAL DEL GLOBO OCULAR 
El globo ocular humano es aproximadamente una esfera de unos 2.5 cm de 
diámetro que ocupa un volumen de 6.5 ml. Sin embargo, en realidad está constituida 
por dos segmentos de esferas, uno anterior más pequeño, llamado córnea, que posee 
curvatura mayor que la esclera, que constituye el segmento más grande de esfera. La 
córnea abarca un sexto de la circunferencia total del globo y posee un radio de 7,8 mm; 
los cinco sextos restantes están formados por la esclera, que tiene un radio de 11,5 mm. 
La longitud axial media del globo es de 24 mm (Forrester et al., 2016). 
El ojo está situado en la porción anterior de la órbita y está constituido por tres 
capas o túnicas básicas. La más externa es la capa protectora (corneoescleral), la capa 
vascular llamada úvea (compuesta por la coroides, el iris y el cuerpo ciliar) y la capa 
neural (retina). Estas tres capas rodean al cristalino y los medios transparentes (humor 
acuoso y cuerpo vítreo). La córnea y la esclera forman juntas una dura envuelta fibrosa 
que proporciona protección y apoyo estructural al resto de estructuras intraoculares y 
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sirve para el anclaje de los músculos extraoculares. La unión entre la córnea y la 
conjuntiva se conoce con el nombre de limbo esclerocorneal (Remington, 2012). 
 
Figura I.1.- Diagrama esquemático de una sección horizontal del ojo humano.  
La imagen muestra una representación esquemática de los componentes mayoritarios del ojo y 
su distribución en tres capas, la capa fibrosa (o corneoescleral) representada en azul, la capa 
vascular (o uveal) en rosa, y la capa neural en morado. CA: Cámara anterior. Modificado de 
(Forrester et al., 2016) 
 
La función del ojo está íntimamente relacionada con las células especializadas 
de la capa neural: los conos y bastones. Ambos tipos celulares son los encargados de 
la fotorrecepción, proceso por el cual la luz incidente sobre la retina es transformada en 
potenciales de acción que pueden ser enviados por el nervio óptico hacia el encéfalo 
donde se produce finalmente, el fenómeno de la visión (la Cour and Ehinger, 2005). El 
resto de estructuras oculares, aunque secundarias a esta función, son necesarias para 
el correcto funcionamiento del sistema visual. Así, la córnea y el cristalino son 
imprescindibles para la transmisión y el correcto enfoque de la imagen en la retina, 
mientras que el iris sirve como diafragma para regular la cantidad de luz que alcanza la 
retina y el cuerpo ciliar  es necesario para intervenir en el sistema de acomodación y 
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para nutrir las estructuras avasculares intraoculares a través del humor acuoso 
(Forrester et al., 2016). 
 
1.2. POLO ANTERIOR 
El polo anterior está compuesto por la córnea, la conjuntiva, el iris, y, el cuerpo 
ciliar y el cristalino. Dentro de esta porción del globo ocular se encuentra la cámara 
anterior que contiene el humor acuoso y que está delimitada por iris, el espacio pupilar 
y el endotelio de la córnea.  
 
1.2.1. IRIS 
El iris es un disco circular contráctil, delgado y muy pigmentado que funciona 
como diafragma. Está suspendido anterior al cristalino y cuerpo ciliar y está rodeado por 
humor acuoso. El iris separa las cámara anterior y posterior, que se encuentran en 
continuidad a través de una abertura, la pupila, que se encuentra ligeramente 
inferonasal al centro del iris. El iris está unido por su raíz en el ángulo iridocorneal de la 
cámara anterior donde se fusiona con el cuerpo ciliar y la malla trabecular. El borde libre 
se conoce como margen pupilar. 
El iris tiene 12 mm de diámetro con una circunferencia de 37 mm. Tiene forma 
de cono con el margen pupilar más anterior que la raíz. El tamaño pupilar regula la 
cantidad de luz que entra en el ojo y es dependiente del estado de contracción de los 
músculos intrínsecos pupilares, el dilatador y esfínter pupilar. La pupila varia de 1 a 8 
mm de diámetro y puede haber un ligero grado de asimetría entre ambos ojos en 
individuos normales (Forrester et al., 2016).  
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1.2.2. CUERPO CILIAR  
El cuerpo ciliar es aproximadamente como un anillo ancho de unos 5-6 mm que 
se extiende por la parte anterior desde el espolón escleral hasta ora serrata 
posteriormente. Mide ligeramente más temporalmente que nasalmente y está dividida 
en dos zonas, una anterior pars plicata (corona ciliaris) y una posterior pars plana. Tiene 
una forma triangular aproximada en una sección trasversal, con su base frente a la 
cámara anterior y el ápex entremezclado con la coroides. La pars plicata mide unos 2 
mm de ancho y consiste en unos 70 pliegues colocados radialmente conocidos como 
procesos ciliares, cada uno de los cuales mide entre 0,5 y 0,8 mm de alto y 0,5 mm de 
ancho. Las puntas son más claras como resultado de la disminución de la pigmentación. 
La pars plana es una zona de 4 mm de ancho que va estrechándose desde los limites 
posteriores de los procesos ciliares hasta ora serrata, la unión dentada o serrada donde 
el epitelio no pigmentado del cuerpo ciliar experimenta una transición brusca para 
convertirse en la retina neural. 
El cuerpo ciliar puede ser dividido histológicamente en el epitelio no pigmentado 
(ENP), epitelio pigmentado (EP) y el estroma. Participa en funciones como la 
acomodación, la producción del humor acuoso y la producción de las zónulas cristalinas, 
los glucosaminoglicanos y el colágeno vítreo. 
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Figura I.2.- Secciones y diagrama del cuerpo ciliar del ojo humano.  
Las imágenes muestran A) sección histológica del cuerpo ciliar que muestra las dos regiones 
principales, la pars plana (PP) y la pars plicata (PPL), la cual incluye a los procesos ciliares. B) 
Micrografía electrónica de barrida de la superficie interior de los procesos ciliares e iris. C) 
Micrografía electrónica de baja potencia del epitelio ciliar pigmentado y no pigmentado. D) 
Representación esquemática de la doble capa epitelial, la cual constituye la barrera hemato-
acuosa. CM: Músculo ciliar; I: Iris; S: Canal de Schlemm; CP: Procesos ciliares; V: Vasos 
sanguíneos. Modificado de (Forrester et al., 2016) 
 
1.2.2.1. HUMOR ACUOSO 
El humor acuoso es un fluido transparente secretado activamente por los 
procesos ciliares, concretamente por el epitelio no pigmentado, con un volumen 
aproximado de 250 μl (Civan et al., 2008).  
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El humor acuoso está compuesto predominantemente por electrolitos (iones 
orgánicos e inorgánicos), carbohidratos, glutatión, urea, aminoácidos, proteínas, 
oxígeno, dióxido de carbono y agua (Dickinson et al., 1968). Aunque el contenido del 
humor acuoso procede de los capilares fenestrados presentes en el estroma de los 
procesos ciliares, su composición es diferente de la del plasma sanguíneo. Las 
principales diferencias son una menor concentración de proteínas en el humor acuoso 
respecto al plasma sanguíneo, unas 200 veces menos, siendo la principal la albúmina 
(Krause and Raunio, 1969), y unas mayores concentraciones de ácido ascórbico en el 
humor acuoso, entre 20 y 50 veces más que en el plasma (Taylor et al., 1991).  
El humor acuoso posee múltiples funciones fisiológicas. Contribuye al 
mantenimiento correcto del metabolismo celular, al proporcionar el oxígeno y nutrientes 
a las estructuras avasculares que le rodean, como la córnea, el cristalino y la malla 
trabecular, y a la vez eliminar las sustancias de desecho del metabolismo celular.  La 
elevada concentración de ácido ascórbico mencionada anteriormente sirve para 
proteger a las estructuras oculares anteriores, como el cristalino, de los daños inducidos 
por la radiación ultravioleta (Reddy et al., 1998). Además, es un líquido transparente, 
debido a la escasa presencia de proteínas y posee un índice de refracción de 1.33, por 
lo que es considerado un componente importante del sistema óptico refractivo del ojo.  
Pero la función más importante es regular la presión intraocular (PIO), por balance entre 
la producción y la resistencia al drenaje del humor acuoso, la cual es imprescindible 
para mantener la configuración esférica y las propiedades ópticas, y por lo tanto para el 
correcto funcionamiento del sistema visual (Díez and Pujol, 2004, Civan et al., 2008). 
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Figura I.3. Ángulo iridocorneal: Vías implicadas en el drenaje del humor acuoso.  
A) Imagen esquemática del globo ocular. B) Fotografía macroscópica (50X) del segmento 
anterior del ojo de un primate, donde se indica la posición del limbo pigmentado (L), cornea (C), 
el cuerpo ciliar (CB), los procesos ciliares (CP), la zónula de Zinn (LZ) y el borde pupilar (MP). 
Modificado de (Forrester et al., 2016). C) Esquema representativo de las vías de drenaje del 
humor acuoso, donde las flechas azules representan el flujo del humor acuoso desde su 
formación en los procesos ciliares en la cámara posterior, hasta atravesar la pupila y llegar a la 
cámara anterior, donde será drenado a través de la vía uveoescleral (flechas moradas) y la vía 
trabecular (flecha verde). Modificado de (Levin and Adler, 2011). 
 
1.2.2.2. PRESIÓN INTRAOCULAR 
El humor acuoso está en renovación continuamente teniendo en flujo de 2.58 ± 
0.78 µl/min durante el día y de 0.98 ± 0.22 µl/min por la noche (Larsson et al., 1993).  
B A 
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Este fluido es drenado por dos vías, la vía trabecular o convencional, y la vía 
uveoescleral o no convencional. 
La vía convencional es un sistema dependiente de presión que representa el 80-
90% de la evacuación del HA en humanos. Bajo condiciones homeostáticas, esta vía 
regula el drenaje del humor acuoso desde la cámara anterior del ojo, manteniendo de 
esta forma un PIO constante (Weinreb et al., 2002). Los tejidos implicados en este 
control de la PIO incluyen al músculo ciliar, la malla trabecular, el canal de Schlemm, los 
canales colectores y las venas epiesclerales. El músculo ciliar está anclado 
posteriormente a la coroides y anteriormente al espolón escleral, a la malla trabecular y 
a la pared interna del canal de Schlemm (Flugel et al., 1990, Lutjen-Drecoll et al., 1988). 
La contracción de este musculo provoca la expansión de la malla trabecular y la apertura 
del canal de Schlemm, lo que provoca una mayor salida del HA a través de la malla 
trabecular. Esto indica que la malla trabecular es un tejido autorregulado que controla 
sus funciones a través de los sistemas aferentes y eferentes (Flugel et al., 1990, Selbach 
et al., 2000). 
La segunda vía de evacuación de HA, la vía uveoescleral, se realiza a través del 
cuerpo ciliar desde el ángulo iridocorneal. El líquido fluye libremente entre los haces 
musculares y entra en el espacio supracoroideo y supraciliar, desde donde alcanza la 
esclera (Tamm et al., 2004). 
Uno de los métodos más utilizados para la determinación de la PIO es la 
tonometría. Los tonómetros pueden ser de dos tipos: de aplanación y de indentación. El 
de aplanación, mide la fuerza necesaria aplicada, por unidad de superficie para palana 
la córnea; y el indentación se basa en el principio de que un vástago indenta mas un ojo 
blando que uno duro. La determinación de la PIO en humanos nos da valores promedio 
de 15-16 mm Hg que depende del tonómetro usado, siendo el de referencia en la 
práctica clínica el de Goldmann. (Iester et al., 2009). 
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2. GLAUCOMA 
En 2010, había 4,2 millones de personas con glaucoma en todo el mundo. Esta 
enfermedad causa un 6,6% (2,1 millones de personas) de los casos de ceguera (AV < 
0,05) y un 2,2% (4,2 millones de personas) de los casos moderados y severos de 
discapacidad visual (AV entre 0,05 y 0,33), siendo la mayor causa de ceguera 
irreversible mundial (Bourne et al., 2016). 
Entre 1990 y 2010 en número de personas con ceguera o discapacidad visual 
debido al glaucoma aumentó en 0,8 y 2,3 millones respectivamente.  
Si miramos las cifras en Europa Occidental, estas cifras aumentan debido al 
envejecimiento de la población, llegando al 10,6% (101.000) de personas ciegas y al 
3,4% (253.000) de personas con casos moderados y severos de discapacidad visual 
(Bourne et al., 2016).  
 
2.1. PATOLOGÍA 
El glaucoma es una neuropatía óptica progresiva crónica caracterizada por una 
degeneración de las células ganglionares retinianas y un daño a la cabeza del nervio 
óptico. De esta forma, hay una pérdida progresiva de campo visual que finalmente 
puede provocar ceguera (Quigley, 2011). 
Además del efecto de degeneración de las células ganglionares de la retina 
debido a los factores mecánicos derivados del aumento de la PIO, existen 
mecanismos moleculares subyacentes que originan la degeneración de estas células. 
Por lo tanto la pérdida del campo visual es el resultado de la interacción entre un daño 
axonal primario propiamente mecánico y otros secundarios debidos a la pérdida de 
factores tróficos, isquemia, estrés oxidativo, disfunción mitocondrial, excitotoxicidad, 
plegamiento anómalo de las proteínas y componentes inflamatorios e inmunes 
(Agudo-Barriuso et al., 2011, Almasieh et al., 2012). 
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El glaucoma primario de ángulo abierto es la forma más común de presentación 
de esta patología. Sin embargo, puede haber entre 20 y 30 subtipos de patología y no 
siempre cursan con una PIO elevada (Roy Chowdhury et al., 2015). 
Los factores asociados al incremento del riesgo de padecer glaucoma son una 
elevada presión intraocular (PIO), una edad avanzada, un historial familiar de padecer 
glaucoma, ascendencia africana o asiática, ser miope y tener una córnea central 
delgada (Alsbirk, 1976, Armaly et al., 1980, Coleman and Miglior, 2008, Ernest et al., 
2013, Landers et al., 2002, Le et al., 2003, Medeiros et al., 2003, Sommer and Tielsch, 
1996). Una PIO elevada es el mayor factor de riesgo y el único factor de riesgo que 
puede ser modificado para frenar o retardar la pérdida de visión. Incluso para pacientes 
que tienen PIO baja pero que pierden visión debido al glaucoma, se les recomienda 
terapias de control de PIO (Lee and Goldberg, 2011, Webers et al., 2008, Grieshaber 
and Flammer, 2010, Carta et al., 2012). 
 
2.2. TRATAMIENTOS 
Existen 3 principales tratamientos para el glaucoma y enfocados en reducir la 
PIO: terapia farmacológica, terapia con láser y cirugía. Aunque cada uno de estos tipos 
es efectivo para reducir la PIO, se suele comenzar el tratamiento con fármacos. Y si no 
se logra reducir lo suficiente la PIO, se combina el tratamiento farmacológico con cirugía 
o láser (Roy Chowdhury et al., 2015).  
Como se ha mencionado antes, la PIO depende del equilibrio entre la formación 
del HA y su drenaje, que se produce principalmente en la malla trabecular (Do and 
Civan, 2004, Pattabiraman et al., 2012). Por lo tanto, los fármacos para reducir la PIO 
buscan disminuir la producción o aumentar el drenaje.  
Entre los tipos de fármacos usados se encuentran los análogos de las 
prostaglandinas, los betabloqueantes, los agonistas selectivos adrenérgicos alfa-2, los 
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agonistas colinérgicos y los inhibidores de anhidrasa carbónica (Noecker, 2006), cada 
uno de los cuales será explicado en detalle a continuación: 
 
2.2.1. ANÁLOGOS DE LAS PROSTAGLANDINAS 
Las prostaglandinas en concentraciones bajas son capaces de reducir de forma 
notable la PIO por medio de un incremento en el drenaje del humor acuoso por la vía 
uveoescleral (Bito, 1987, Leung et al., 2008). Son tratamientos muy interesantes, pues 
con una única administración tópica reducen significativamente la PIO (Fingeret, 2001). 
Como la mayoría de los tratamientos para el glaucoma, no está exento de efectos 
secundarios. A nivel ocular, los principales efectos adversos son la hiperemia conjuntival 
(Parrish et al., 2003), lesiones corneales superficiales (Sudesh et al., 1999), una mayor 
recurrencia de la queratitis herpética (Wand et al., 1999) y cambios en la densidad 
endotelial o el espesor corneal (Lass et al., 2001). Lo más significativo es que producen 
un incremento en la pigmentación de la piel periorbitaria, en el iris y en las pestañas 
(Kook and Lee, 2000). Aun con estos efectos adversos, siguen siendo los tratamientos 
más empleados actualmente ya que a nivel sistémico no provocan efectos adversos 
reseñables, excepto en pacientes con predisposición a problemas cardiacos o 
respiratorios. 
 
2.2.2. BETABLOQUEANTES 
El tratamiento mediante la aplicación tópica de bloqueantes β-adrenérgicos, es 
uno de los más empleados como tratamiento farmacológico del glaucoma. Estos 
fármacos son capaces de disminuir la producción de humor acuoso a nivel del epitelio 
ciliar (Coakes and Brubaker, 1978). Aunque son capaces de reducir la PIO entre un 16 
y un 25%, no son efectivos en todas las personas y no están libres de efectos adversos, 
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como severas afecciones cardiovasculares o broncopulmonares, depresión e insomnio 
(Ehongo and Bremer, 2007, Baker, 2005, Costa et al., 2003). 
 
2.2.3. AGONISTAS SELECTIVOS ADRENÉRGICOS ALFA-2 
Los agonistas de los receptores α2-adrenérgicos son capaces de reducir la PIO, 
tanto a través de una reducción en la producción del humor acuoso a corto plazo, al 
afectar a la permeabilidad de la barrera hematoacuosa (Gharagozloo et al., 1988), como 
a largo plazo a través de un aumento en la facilidad del drenaje por la vía convencional, 
mediante una reducción en la presión de las venas epiesclerales (Toris et al., 1995b), y 
por la vía uveoescleral (Toris et al., 1995a). En cuanto a los efectos adversos causados 
por dichos fármacos, a nivel ocular, provocan conjuntivitis folicular (Butler et al., 1995) y 
en menor medida midriasis y blanqueamiento conjuntival (Jampel et al., 1988), y a nivel 
sistémico, los efectos adversos característicos son la fatiga, el dolor de cabeza, la 
sequedad oral, hipotensión y somnolencia (Novack et al., 2002).  
 
2.2.4. AGONISTAS COLINÉRGICOS 
Los agentes colinérgicos están indicados en todos los tipos de glaucoma de 
ángulo abierto en los que el sistema de drenaje está funcionalmente intacto. Actúan a 
través de la estimulación de los receptores muscarínicos presentes en el músculo ciliar 
y en el esfínter del iris, disminuyendo la PIO mediante la contracción del músculo ciliar 
que provoca una tracción en el espolón escleral cambiando la configuración de la malla 
trabecular y del canal de Schlemm, aumentando así el flujo a través de la vía 
convencional (Nietgen et al., 1999). Los efectos adversos sistémicos van desde 
náuseas, vómitos, diarreas, dolor abdominal, hasta broncoespasmos, bloqueo 
auriculoventricular y disfunciones cognitivas (Reyes et al., 1987). A nivel ocular los 
efectos más reseñables son la miosis, que puede provocar alteraciones en el campo 
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visual y espasmos en la acomodación, hiperemia conjuntival y un mayor riesgo de 
desarrollar cataratas (Webster et al., 1993). 
 
2.2.5. INHIBIDORES DE ANHIDRASA CARBÓNICA 
Los inhibidores de la enzima anhidrasa carbónica son potentes reductores de la 
PIO, y se emplean en el tratamiento para el glaucoma de ángulo abierto principalmente 
cuando están contraindicados los β-bloqueantes (Talluto et al., 1997). Los efectos 
adversos asociados al tratamiento con los inhibidores de la anhidrasa carbónica a nivel 
ocular no son graves (irritación, emborronamiento transitorio, y reacciones de 
hipersensibilidad), tan sólo en casos puntuales pueden provocar edemas corneales 
(Konowal et al., 1999, Barnebey and Kwok, 2000). Aunque a nivel sistémico estos 
tratamientos crean acidosis metabólica y trombocitopenia, por lo que no son 
recomendables en pacientes con disfunciones hepáticas, renales, adrenocorticales u 
obstrucciones pulmonares severas (Cantor, 1989, Block and Rostand, 1978). 
 
2.2.6. NUEVAS OPCIONES DE TRATAMIENTO 
Debido a los efectos adversos antes mencionados se siguen buscando nuevas 
opciones de tratamiento para el glaucoma. Además, se ha demostrado que, por ejemplo, 
entre un 10% y un 15% de pacientes no responden a latanoprost, uno de los 
tratamientos para el glaucoma más usado (Scherer, 2002). 
Entre los nuevos grupos de tratamiento podemos encontrar los modificadores 
del citoesqueleto como los inhibidores de Rho quinasa (ROCK) que provocan una rotura 
de la polimerización de la actina, incrementando los espacios en la malla trabecular y 
facilitando el drenaje del HA (Renieri et al., 2008, Rosenthal et al., 2005, Thieme et al., 
2000, Rao et al., 2001, Fukiage et al., 2001, Rao and Epstein, 2007, Chen et al., 2011); 
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o los vasodilatadores como el óxido nítrico, que pueden ser usados como antagonistas 
para aumentar el drenaje convencional del HA (Gabelt et al., 2011, Stamer et al., 2011). 
Otro de los nuevos tratamientos del glaucoma son los nucleótidos y 
dinucleótidos, agonistas y antagonistas purinérgicos, también han sido propuestos como 
tratamientos eficaces para reducir la PIO, como se ha demostrado con el Ap4A en el 
tratamiento continuado de ratones glaucomatosos DBA/2J (Guzman-Aranguez et al., 
2013, Fonseca et al., 2017). 
Finalmente, nos encontramos con la melatonina y sus derivados, que se han 
mostrado eficaces en el tratamiento del glaucoma tanto en animales (Martinez-Aguila et 
al., 2016, Crooke et al., 2012, Martinez-Aguila et al., 2013, Serle et al., 2004, Alarma-
Estrany et al., 2011, Crooke et al., 2013) como en humanos (Pescosolido et al., 2015, 
Ismail and Mowafi, 2009), como se podrá ver más adelante en esta tesis.  
 
3. MODELOS ANIMALES DE GLAUCOMA 
Como se ha comentado anteriormente, todos los tratamientos para el glaucoma 
se centran en la bajada de la PIO para de esta forma, prevenir la perdida de células 
ganglionares retinianas. Para ello, la inducción experimental de la elevación de la PIO 
es una estrategia ampliamente usada para investigar los cambios producidos por el 
glaucoma y la eficacia de los nuevos medicamentos. Estos modelos obstruyen la salida 
de humor acuoso a través de la malla trabecular, provocando el aumento de la PIO. 
Uno de los modelos más usados es la rata con una presión moderadamente 
elevada y crónica. Este modelo se basa en la obstrucción de las venas responsables 
del drenaje, tanto por microinyecciones de solución hipertónica (Morrison et al., 1997), 
o por cauterización de las venas epiesclerales (Shareef et al., 1995). En ambos casos 
el resultado es la bajada de la salida del HA. Estas ratas muestran un incremento de 
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PIO de alrededor de un 60% sobre los controles, mantenidos durante 6 meses en el 
80% de los casos. 
Además, se ha demostrado la presencia de la óxido nítrico sintasa (ONS-2) en 
el nervio óptico y la pérdida de sus células ganglionares retinianas (Sawada and 
Neufeld, 1999, Shareef et al., 1999).  
Entre las desventajas de este modelo, se pueden destacar el coste del equipo y 
un entrenamiento especializado. Además, varia la elevación de PIO producida y su 
duración, y pueden aparecer problemas oculares asociados, como inflamación ocular 
(Aihara et al., 2003b) y edema corneal (Fu and Sretavan, 2010). 
Existen otros modelos de rata hipertensa, donde la bajada del drenaje se 
consigue con inyecciones semanales de ácido hialurónico en la cámara anterior 
(Benozzi et al., 2002, Moreno et al., 2005), o por inyección de microesferas de látex con 
o sin hidroximetilcelulosa (Urcola et al., 2006, Sappington et al., 2010) o con 
administración de antígeno S (Mermoud et al., 1994). En el método del ácido hialurónico 
se ha observado un descenso del sistema de defensa antioxidante, tanto de la ruta 
nitrérgica retiniana como la mediada por el glutamato (Belforte et al., 2007, Moreno et 
al., 2004).  
Existen a su vez otros modelos que inducen daño específico de las células 
ganglionares de la retina sin alteración de la PIO a través de daños mecánico de nervio 
óptico (Vidal-Sanz et al., 1987, Vidal-Sanz et al., 1991) o mediante agentes tóxicos (Li 
et al., 1999). 
Otros modelos animales hipertensos se consiguen cortando transversalmente el 
nervio óptico de ratas (Kilic et al., 2002), por inyección subconjuntival de una solución al 
5% de fenol en aceite de almendras, (Luntz, 1966), con inyecciones en cámara posterior 
de α-quimiotripsina (Triviño Casado, 1984), con inyecciones de diferentes sustancias en 
la cámara anterior como microesferas (Weber and Zelenak, 2001, Sappington et al., 
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2010, Frankfort et al., 2013, Samsel et al., 2011, Bunker et al., 2015, Morgan and Tribble, 
2015), en combinación con hidroxipropilmetilcelulosa (Urcola et al., 2006) o en 
combinación con ácido hialurónico (Cone et al., 2012), que conducen a un bloqueo del 
canal de la malla trabecular y la consecuente elevación de la PIO. Alternativamente, 
otros compuestos inyectados en cámara anterior como son la metilcelulosa al 2% o 
agentes viscoelásticos, pueden producir un aumento de la PIO (Manni et al., 1996, 
Torngren et al., 2000). 
Con la inyección de condroitin sulfato a ratas, se ha conseguido obtener otro 
modelo más de glaucoma (Belforte et al., 2010). Estas ratas presentan una alteración 
importante del sistema visual no relacionado directamente con la imagen (de Zavalia et 
al., 2011). Presentan una reducción marcada en el número de células ganglionares 
intrínsecamente fotosensibles y un reflejo pupilar aferente alterado (de Zavalia et al., 
2011). 
Se ha conseguido un aumento de la PIO con la aplicación tópica, sistémica o 
periocular de esteroides (Razali et al., 2015, Overby et al., 2014). En estos modelos el 
aumento de presión está asociado con un incremento del grosor de la malla trabecular, 
del estrés oxidativo retiniano y con pérdida de células retinianas (Razali et al., 2015).  
Como modelo animal superior se encuentra el mono glaucomatoso (Serle et al., 
2004). Esta hipertensión se induce con un tratamiento repetido en mitad de la malla 
trabecular con láser de argón o fotocoagulador (Serle et al., 2004).  
Uno de los modelos animales ampliamente usado para el estudio de fármacos 
anti-glaucomatosos es el conejo de Nueva Zelanda, siendo sugerido como método de 
detección rápida de compuestos debido a que puede obviar algunas desventajas de los 
métodos usados para inducir hipertensión ocular (Rowland et al., 1981). 
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3.1. CONDICIÓN DE HIPERTENSIÓN TRANSITORIA 
Dados las complicaciones que se encuentran al tratar de inducir hipertensión 
ocular permanente, se han probado otros métodos para inducir la condición de 
hipertensión ocular durante un tiempo determinado. 
 
3.1.1. POSICIÓN DE TRENDELEMBURG 
Los conejos o casi cualquier otro animal, como ratones o ratas, pueden ser 
colocados en un cepo con la cabeza abajo en un ángulo de 80º con la horizontal. Esta 
posición es llamada posición de Trendelenburg (Meyer, 1885) y produce un estasis 
venoso gravitacional que dificulta el drenaje del humor acuoso y aumenta la PIO 
(Greaves and Perkins, 1951, Langham, 1965). Dado que esta posición es sencilla de 
realizar y claramente produce un incremento de la PIO, puede ser una manera rápida 
de comprobar el efecto de nuevo compuestos para tratar la hipertensión y el glaucoma. 
 
3.1.2. OTROS 
Otro método desarrollado para proporcionar un aumento transitorio de la PIO 
consiste en la constricción del globo ocular de rata a través de un lazo ajustable (Joos 
et al., 2010). Este lazo se inserta anterior al ecuador del ojo, después de la 
administración de anestesia y permite regular la presión ejercida sobre el ojo hasta 
alcanzar la PIO deseada. Tiene como ventaja la posibilidad de regulación de la presión 
y poder realizarlo sobre un único ojo, sin embargo, las medidas deben realizarse bajo 
anestesia. 
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3.2. RATÓN DBA/2J 
La investigación ocular basada en el estudio de ratones ha ganado fuerza en la 
última década gracias a su variabilidad genética bien caracterizada, a la capacidad de 
manipularlos genéticamente, a su uso para los estudios de medicamentos y a su bajo 
coste económico. Sin embargo, no ha sido hasta hace un par de años cuando los 
modelos murinos han despuntado por su viabilidad experimental para el estudio del 
glaucoma. Al contrario que otros modelos de no primates, los ratones poseen malla 
trabecular lamelar y un canal de Schlemm con vías de drenaje convencional y no 
convencional (Chen et al., 2008, Lei et al., 2011, Lindsey and Weinreb, 2002). Las 
diferencias con las vías de drenaje de los primates incluyen un ángulo anterior más 
cerrado y una malla trabecular posicionada posteriormente con menos haces. Al 
contrario que los modelos de primates, los ratones no tienen ningún efecto de lavado, lo 
que los convierte en un modelo único para el estudio del drenaje (Lei et al., 2011). A 
esto hay que añadirle unos mecanismos de regulación de la producción y drenaje del 
humor acuoso similares al humano (Aihara et al., 2003a, Lei et al., 2011), así como una 
respuesta parecida en la respuesta a medicamentos antiglaucomatosos (Boussommier-
Calleja et al., 2012). 
También se ha visto un daño glaucomatoso dependiente de la edad en los tejidos 
oculares del ratón, similar al patrón humano (Howell et al., 2008). Esto, unido al hecho 
de que la anatomía de la vía de drenaje en ratones es bastante similar a la humana, 
hacen de los ratones un modelo ideal para el estudio de problemas glaucomatosos 
(Howell et al., 2008).  
Entre los modelos de ratones podemos encontrar ratones deficientes para 
transportadores de glutamato (Harada et al., 2007), ratones que expresan el gen de la 
optineurina mutado bajo el promotor de actina (Johnson and Morrison, 2009), así como 
el ratón DBA/2J. 
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El ratón DBA/ 2J es usado como uno de los modelos de glaucoma más comunes 
y ha proporcionado números hallazgos sobre la enfermedad. Es un modelo de glaucoma 
pigmentario espontaneo que conduce a una obstrucción de la malla trabecular y una 
elevación de la PIO asincrónica debido a dos mutaciones que causan una atrofia 
estromal del iris (gen Tryp 1) y una dispersión pigmentaria (gen Gpnmb) (Anderson et 
al., 2002).  Los cambios en la PIO empiezan a los 6 meses y las hembras parecen estar 
afectadas a una edad más temprana que los machos. Sin embargo, la elevación de la 
PIO es asimétrica y hace que el mismo ratón pueda tener PIO alta en un ojo y el 
contralateral con una PIO normal. Además hay un amplio rango en el tiempo en el que 
los animales empiezan a tener una PIO alta (John et al., 1998).  
 
 
Figura I.4. Evolución de la dispersión del pigmento del iris y atrofia del estroma del iris en 
función del tiempo en el animal glaucomatoso DBA/2J. 
A, B, D y E) Imágenes de la evolución de la atrofia iridiana de los ratones DBA/2J con el avance 
del tiempo. C y F) Secciones de retina de DBA/2J teñidas con hemotixilina-eosina mostrando el 
adelgazamiento de la retina central del ratón. Modificado de (Anderson et al., 2006) 
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(Augusteyn et al., 2012, Bozkir et al., 1997, Chou et al., 2011, Courville et 
al., 2004, Doughty and Zaman, 2000, Goes et al., 2008, Henriksson et al., 
2009, Knupp et al., 2009, Riau et al., 2012, Rufer et al., 2005, Schulz et 
al., 2003, Zhang et al., 1996, Lively et al., 2010, Davis, 1929)  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Tabla I.1. Estudio comparativo de algunos de los parámetros oculares en humano, conejo 
y ratón. 
 
4. COMPUESTOS MELATONINÉRGICOS 
4.1. BIOSÍNTESIS DE MELATONINA 
La melatonina, o N-acetil-5-metoxitriptamina, es una indolamina sintetizada a 
partir de la serotonina por la acción consecutiva de la aralquilamino-N-acetiltransferasa 
(AANAT) y la hidroxindol-O-metiltransferasa (HIOMT) (Fig. I.4) (Axelrod, 1974). Se aisló 
inicialmente a partir de glándulas pineales bovinas en 1958 (Lerner, 1958) y se creía 
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que era producida exclusivamente en esa localización cerebral. Más tarde se 
identificaron las enzimas mencionadas anteriormente, AANAT y HIOMT, en la retina y 
el cerebelo (Cardinali and Rosner, 1971, Bubenik et al., 1974), así como en muchos 
tejidos y órganos periféricos (Stefulj et al., 2001), lo que hizo pensar en que la producción 
de melatonina no era exclusiva de la glándula pineal. 
  
                 
 
 
 
Figura I.4. Representación esquemática de la transformación de serotonina a melatonina. 
 
La melatonina está presente en todos los organismos tanto animales como 
vegetales, incluyendo cianobacterias, algas y tripanosomas (Poeggeler and Hardeland, 
1994, Macias et al., 1999), interviniendo en un gran número de procesos, lo que 
demuestra su gran importancia para la fisiología celular.  
 
4.2. SECRECIÓN DE MELATONINA 
La melatonina muestra una alta solubilidad lipídica, lo que facilita el paso a través 
de las membranas celulares (Pardridge and Mietus, 1980). Después de la liberación en 
la circulación, puede acceder a varios fluidos, tejidos y compartimentos celulares (saliva, 
orina, fluido cerebroespinal folículos preovulatorios, semen, líquido amniótico y leche). 
Dado que la melatonina no se almacena en la glándula pineal, los niveles de hormona 
en el plasma reflejan fielmente la actividad de la pineal (Reiter, 1991). La secreción 
ocurre durante la noche, con unos niveles máximos en plasma sobre las 03:00 – 04:00 
a.m., mientras que los niveles diurnos son indetectables, o bajos en sujetos 
descansados. Este patrón permanece constante tanto en especies diurnas y nocturnas 
expuestas a diferentes fotoperiodos (Reiter, 1991, Arendt, 1998). 
Serotonina N-acetil-serotonina Melatonina 
HIOMT AANAT 
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Las concentraciones de melatonina en plasma muestran una amplia 
heterogeneidad inter-sujetos. Sin embargo, los niveles son muy reproducibles día tras 
día para el mismo sujeto, lo que representa uno de los ritmos circadianos más robustos. 
Esto proporciona una buena evaluación de la secreción de la melatonina.  
Con la edad, el ritmo de producción de la melatonina se modera 
progresivamente, con una tendencia a aumentar las fases, y puede llegar a detenerse 
en edades avanzadas (Iguichi et al., 1982). Este descenso en la secreción está 
reforzado en personas mayores con insomnio, lo que sirve de base para el tratamiento 
del insomnio con esta hormona (Haimov et al., 1994). 
 
4.3. METABOLISMO DE MELATONINA 
En el cerebro, la melatonina es oxidada a N1-acetil-N2-formil-5-metoxikinuramina 
(AFMK), el cual se produce tras la reacción de melatonina con especies de oxígeno 
reactivas (Hirata et al., 1974, Cardinali and Pevet, 1998, Cardinali, 1981). La AFMK 
muestra una capacidad antioxidante in vitro y es el compuesto relacionado con 
melatonina implicado en el proceso por el cual la melatonina y sus metabolitos secuestra 
satisfactoriamente las especies de oxigeno reactivas, referidos como la cascada de 
secuestro de radicales libres. 
El hígado es el encargado de degradar la melatonina, transformando más del 
90% de la melatonina circulante. La melatonina es primero hidroxilada a 6-
hidroximelatonina por el citocromo CYP1A2. Existen amplias diferencias entre 
individuos (De 10 a 200 veces) en la actividad de CYP1A2 (Gunes and Dahl, 2008). La 
6-hidroximelatonina es excretada en la orina como sulfato y, en menor medida, como 
conjugados glucurónicos (Francis et al., 1987). Este último compuesto es excretado de 
forma casi paralela al perfil de melatonina en el plasma (Arendt et al., 1985). 
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4.4. REGULACIÓN DE LA SECRECIÓN DE MELATONINA 
El ciclo de la melatonina es generado por un reloj endógeno localizado en el 
núcleo supraquiasmático del hipotálamo, como otros ciclos circadianos en mamíferos 
(bebida y alimento, ciclos sueño-vigilia, temperatura, cortisol, etc.) (Cardinali and Pevet, 
1998). Los datos han sido descritos en animales, principalmente roedores y monos, y 
extendido a humanos (Moore, 1992, Edgar et al., 1993). Esto ha sido confirmado por las 
observaciones clínicas (Cohen and Albers, 1991).  
El ciclo de luz/oscuridad es el principal sincronizador del sistema que regula la 
secreción de melatonina. La información lumínica es transmitida al sistema centrar a 
través de las fibras retino-hipotalámicas. Durante el día, en presencia de luz, la salida 
del tracto retino-hipotalámico inhibe la síntesis de melatonina. Por otro lado, una luz 
artificial con suficiente intensidad y duración administrada en oscuridad suprime la 
producción de melatonina (Lewy et al., 1980). Una intensidad de luz de 2000-2500 lx 
durante 2 horas (02:00 - 04:00 a.m.) suprime por completo la secreción de melatonina, 
mientras que luces de intensidades domesticas (50 – 300 lx) tienen un efecto más 
moderado (Bojkowski et al., 1987). Además, después de la exposición a la luz durante 
varias noches consecutivas, la secreción de melatonina elude el efecto inhibitorio y 
progresivamente se desfasa hacia la mañana. Como rutina se utilizan luces brillantes 
de espectro completo, pero las longitudes de onda más efectivas están en el rango de 
446-477 nm (Luz azul) (Brainard et al., 2001, Thapan et al., 2001). Debido a que los 
espectros de acción obtenidos de las curvas de respuesta a la irradiación no 
corresponden con espectros de acción escotópicos o fotópicos, se postulan nuevos 
receptores como los encargados de esta supresión. Existen células ganglionares de la 
retina especializadas, conocidas como células ganglionares intrínsecamente 
fotosensibles (ipRGC), que contienen melanopsina, y que son las encargadas de regular 
el ciclo circadiano (Berson et al., 2002). Es más, este sistema manda información 
lumínica también a áreas del cerebro involucradas en la respuesta a la luz no 
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directamente relacionadas con la imagen, como es la constricción pupilar y la inducción 
del sueño (Hughes et al., 2012).  
El recorrido que sigue la información va desde la retina a la glándula pineal 
pasando a través del ganglio cervical superior. El principal neurotransmisor que regula 
la glándula pineal es la noradrenalina, la cual es liberada durante la noche, en respuesta 
a señales estimulatorias generadas en el núcleo supraquiasmático.  
La secreción nocturna de melatonina es suprimida por antagonistas β1 
adrenérgicos, así como por la clonidina, un antagonista α2, y la α-metil-para-tirosina, las 
cuales reducen la síntesis de catecolaminas presinápticas (Arendt et al., 1985). 
 
4.5. ACCIONES DE LA MELATONINA 
Además de la acción de la regulación circadiana de los ciclos de luz-oscuridad 
(Bartness and Goldman, 1989, Hardeland et al., 2012) y estacionales (Arendt, 1998, 
Kaminski-Hartenthaler et al., 2015), la melatonina circulatoria colabora en la 
homeostasis, protegiendo a las células frente al estrés oxidativo. Contrarresta los daños 
por radicales libres, actuando de formas distintas según su producción, ejerciendo una 
acción antioxidante, si se produce en la glándula pineal, y como secuestrador de 
radicales libres si se produce extrapinealmente (Tan, 1993, Reiter et al., 2009, 
Bonnefont-Rousselot et al., 2011). Asimismo, la melatonina modula la transcripción de 
genes antioxidantes a través de la activación de los receptores MT1/MT2 (Rodriguez et 
al., 2004). Esta activación de receptores también sirve para regular otras vías de 
señalización que incluyen múltiples procesos como la regulación cronobiológica, así 
como respuestas celulares a diferentes daños, incluida la apoptosis (Goldsmith and Bell-
Pedersen, 2013, Luchetti et al., 2010, Jarzynka et al., 2009, Luchetti et al., 2009, 
Wongprayoon and Govitrapong, 2017, Ramos et al., 2017). También regula, a través de 
los complejos de calcio-calmodulina, los genes de transcripción de enzimas 
antioxidantes (Tomas-Zapico et al., 2006).  
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Se ha descrito la participación de la melatonina como inmunomodulador (Carrillo-
Vico et al., 2005), antidepresivo (Beck-Friis et al., 1985, Hansen et al., 2014, Quera 
Salva et al., 2011, Kripke et al., 2015, Pringle et al., 2015), para el tratamiento de los 
desórdenes primarios de sueño (Ferracioli-Oda et al., 2013), como tratamiento 
ansiolítico preoperatorio (Caumo et al., 2007, Khezri et al., 2013, Yousaf et al., 2010), 
en la regulación de la maduración de los órganos sexuales (Kumanov et al., 2005, Lewis 
et al., 2006), en el desarrollo embrionario del ojo y corazón (Nogueira and Sampaio, 
2017, Sampaio Lde, 2008, Sampaio Lde, 2009), como modulador de la presión arterial, 
(Sewerynek, 2002, Pandi-Perumal et al., 2016), como regulador de la expresión de 
algunos genes, incluidos las receptores alfa y beta adrenérgicos y la adenilato ciclasa 
(Crooke et al., 2013, Crooke et al., 2011), y como regulador de la presión intraocular 
(Pintor et al., 2003, Martinez-Aguila et al., 2016). 
 
5. RECEPTORES DE MELATONINA 
Además de su actividad biológica mediada por receptores específicos de 
membrana, la melatonina interactúa con receptores nucleares y proteínas intracelulares, 
como la calmodulina o las proteínas asociadas a tubulina y demuestra efectos 
antioxidantes directos o indirectos, los cuales participan en muchas funciones generales 
(Cardinali et al., 1997). 
La nomenclatura oficial para los receptores de membrana de melatonina ha sido 
recientemente revisada por la Unión internacional Farmacológica (IUPHARM) 
(Dubocovich et al., 2010). Dos subtipos de receptores mamíferos han sido clonados, los 
subtipos MT1 y MT2, también denominados Mel1a y Mel1b. Ambos subtipos son 
miembros de la familia de receptores acoplados a proteínas G con 7 dominios 
transmembrana y muestran una alta homología a nivel de aminoácidos (sobre un 55% 
total y un 70% en los dominios transmembrana). Es más, comparten secuencias cortas 
específicas de aminoácidos, lo que sugiere que representan una subfamilia específica. 
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Existe otro tipo de receptor de melatonina, denominado MT3, el cual fue descrito 
inicialmente por Duncan (Duncan et al., 1988). Presenta una afinidad más baja por la 
melatonina que los otros dos receptores (5-50 nM frente a menos de 1 nM para MT1 y 
MT2) (Molinari et al., 1996). Presenta como un ligando específico, el 5-Metoxi-
carbonilamino-N-Acetiltriptamina, o 5-MCA-NAT, el cual presenta afinidad en el rango 
nanomolar para este receptor, mientras que tiene una afinidad solo micromolar para los 
receptores MT1 y MT2 (Molinari et al., 1996). Hasta la fecha, no se ha conseguido clonar 
este receptor. 
Por otra parte, el receptor GPR50, fue clonado en 1996 y clasificado como 
miembro de la subfamilia de receptores de melatonina debido a su alta homología (45%) 
con MT1 y MT2 a nivel de aminoácidos y debido a la presencia de patrones 
características de esta subfamilia (Reppert et al., 1996).  
Este gen pertenece a la familia de receptores acoplados a proteínas G de las 
rodopsinas (Clase-A) (Fredriksson et al., 2003). La melatonina no puede unirse a este 
receptor y sigue considerándose un receptor huérfano sin ligando conocido (Reppert et 
al., 1996, Li et al., 2013). Hasta la fecha sólo ha sido encontrado en ovejas, roedores y 
humano.  
Entre las funciones que parece tener este receptor destacan su relación con el 
metabolismo energético (Ivanova et al., 2008), con alteraciones lipídicas en humanos 
(Bhattacharyya et al., 2006), y su posible interacción con problemas mentales como 
enfermedades afectivas bipolares o esquizofrenia, normalmente afectando más a las 
mujeres (Thomson et al., 2005) debido a su localización en el cromosoma X (Xq28). 
Sin embargo, una de las interacciones más características es la de poder formar 
heterodímeros con los receptores MT1 y MT2 tanto in vivo (Levoye et al., 2006) como in 
vitro (Jockers et al., 2008). Como resultado de esta dimerización, la actividad del 
receptor MT2 no varía, mientras que con el receptor MT1 queda inhibida. Sin embargo, 
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la deleción del extremo largo C-terminal del receptor GPR50 suprime el efecto inhibitorio 
en el receptor MT1 sin afectar a la dimerización (Levoye et al., 2006). 
Otra teoría sobre este receptor indica que podría ser el ortólogo del receptor 
Mel1C (Dufourny et al., 2008). Este último receptor fue clonado a partir de los 
melanóforos inmortalizados de Xenopus laevis, y sólo se encuentra expresado en 
especies no mamíferas (aves, pollo y peces) (Ebisawa et al., 1994). 
Por ultimo nos encontramos con otra familia de receptores huérfanos 
pertenecientes a la superfamilia de receptores nucleares RZR/ROR que tienen como 
ligando natural a la melatonina y que están relacionados con el efecto inmunomodulador 
de la melatonina (Carrillo-Vico et al., 2003). 
Existe otro factor para tener en cuenta con los receptores de melatonina ya que, 
como se ha comentado anteriormente, la actividad de los receptores puede no sólo 
depender de la variedad existente de asociaciones a proteínas G, sino también a las 
asociaciones de estos receptores en forma de homómeros o heterómeros ya que dichas 
interacciones pueden modificar los mecanismos de transducción de señales.  
La capacidad de oligomerización (tanto homómeros como heterómeros) de estos 
receptores es bien conocida, y se ha demostrado la formación de estas estructuras en 
células HEK239T transfectadas con receptores MT1 y MT2 humanos (Ayoub et al., 2002), 
llegando a sugerirse que el receptor MT2 existe preponderantemente en forma de 
heterómero MT1/MT2 (Ayoub et al., 2004). 
Otra posibilidad que destacar es la posibilidad de la formación de heterómeros 
de receptores de melatonina con otras familias de receptores, como la existencia de 
heterómeros entre el receptor MT2 y el 5-HT2C (Kamal et al., 2015). Este heterómero es 
de relevancia ya que existe un análogo de la melatonina llamado agomelatina (N [2-(7- 
metoxi-1-nafetil) etil]acetamida) que tiene una alta afinidad por los receptores MT1 y MT2 
(Conway et al., 2000) y a la vez es un inhibidor no selectivo del receptor de serotonina 
5-HT2C (Millan et al., 2003). Esta interacción implica un perfil de acción distintivo de este 
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compuesto, que además es usado actualmente para el tratamiento de la depresión (De 
Berardis et al., 2011) con el nombre comercial de Valdoxan®, Melitor® y Thymanax®. 
 
 
 
 
 
Figura I.5. Representación esquemática la melatonina y sus análogos 5-MCA-NAT y 
agomelatina. 
 
5.1. LOCALIZACIÓN DE RECEPTORES DE MELATONINA 
Se ha confirmado la presencia de receptores de melatonina en numerosas partes 
del cuerpo siendo especialmente relevantes en el sistema nervioso central.  
Los receptores MT1 están expresados en el cerebro, sistema cardiovascular 
(incluidos los vasos sanguíneos periféricos, la aorta y el corazón), sistema inmune, 
testículos, ovarios, piel, hígado, riñón, córtex adrenal, placenta, pecho, páncreas y bazo 
(Dubocovich and Markowska, 2005, Fischer et al., 2008, Pandi-Perumal et al., 2008, 
Slominski et al., 2005, Slominski et al., 2008, Schlabritz-Loutsevitch et al., 2003). En el 
cerebro, se encuentra predominantemente en el hipotálamo, cerebelo, hipocampo, 
pituitaria, substancia nigra y el área tegmental ventral (Pandi-Perumal et al., 2008, Balik 
et al., 2004) 
El receptor MT2 se ha encontrado en el sistema inmune, cerebro (hipotálamo, 
núcleo supraquiasmático), pituitaria, vasos sanguíneos, testículos, útero, riñón, tracto 
gastrointestinal, páncreas, glándulas mamarias, tejido adiposo y en la piel (Dubocovich 
and Markowska, 2005, Reppert et al., 1995, Roca et al., 1996, Slominski et al., 2005, 
Balik et al., 2004, Picinato et al., 2008, Schlabritz-Loutsevitch et al., 2003).  
5-MCA-NAT Agomelatina Melatonina 
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En cuanto al GPR50, se ha detectado en regiones del hipotálamo y pituitaria, 
incluyendo la pars tuberalis (Reppert et al., 1996, Drew et al., 1998), el hipotálamo 
dorsomedial (Ivanova et al., 2008) y en la capa de células ependimales del tercer 
ventrículo (Barrett et al., 2006). 
 
5.1.1. LOCALIZACIÓN DE RECEPTORES DE MELATONINA EN EL OJO 
Si se observa en la expresión de los receptores de melatonina en el ojo, se 
localizan los mismos en casi todas las estructuras oculares. 
En la córnea se han identificado los receptores MT1 y MT2 en peces, ranas, 
pájaros y conejos (Wiechmann and Rada, 2003, Wiechmann et al., 2004, Rada and 
Wiechmann, 2006), así como en humanos (Meyer et al., 2002). Estos receptores 
parecen estar relacionados con el proceso de regeneración epitelial  (Buffa et al., 1993, 
Wiechmann and Rada, 2003, Pintor et al., 2005, Crooke et al., 2015). 
Estos mismos receptores han sido también identificados en iris y cuerpo ciliar de 
conejos (Osborne and Chidlow, 1994) y en humano (MT2) (Roberts et al., 2000). Se ha 
detectado a su vez, otro subtipo de receptor localizado en la superficie basolateral de 
las células del epitelio no pigmentado del cuerpo ciliar de Xenopus Laevis, 
probablemente Mel1c, el ortólogo del receptor GPR50. Este receptor no está presente 
en la capa pigmentada del cuerpo ciliar ni en el epitelio del iris. 
Estos receptores están implicados en la regulación de la PIO (Samples et al., 
1988, Pintor et al., 2001, Pintor et al., 2003, Martinez-Aguila et al., 2013, Martinez-Aguila 
et al., 2016). 
En el cristalino se han detectado bandas de inmunoreactividad en Western blots 
de membranas celulares de las fibras del cristalino, así como un marcado a través del 
mismo (Wiechmann et al., 2004). La principal función de la melatonina en el cristalino 
es actuar como antioxidante (Bardak et al., 2000) y regular el crecimiento o función de 
esta estructura ocular (Wiechmann et al., 2004). 
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Embrionariamente, la retina es una extensión del prosencéfalo y por lo tanto 
presenta similitudes con el cerebro. La retina presenta una secreción de melatonina 
propia que posee un ritmo circadiano (Pang et al., 1980, Wiechmann, 1986, Cahill and 
Besharse, 1992), al igual que ocurre en la glándula pineal y comparte muchas 
similitudes, incluidos fotorreceptores sensibles a la luz (Vigh and Vigh-Teichmann, 
1981).  
A su vez, se han identificado receptores de melatonina en muchas zonas de la 
retina, aunque en la retina de los humanos, el ARNm del receptor MT2 está expresado 
en niveles más altos que el del MT1 (Reppert et al., 1995)  
En los fotorreceptores se ha localizado el receptor MT1 en humanos (Meyer et 
al., 2002, Scher et al., 2002, Savaskan et al., 2002), ranas (Wiechmann and Smith, 
2001), y en pollos (Natesan and Cassone, 2002).  Los receptores MT2 y GPR50 han sido 
localizados en ranas (Wiechmann and Rada, 2003, Wiechmann et al., 2004, Wiechmann 
and Sherry, 2012), y pollos (Natesan and Cassone, 2002). 
Los receptores MT1 y MT2 también se han descubierto en células horizontales de 
la capa plexiforme interna de humanos, monos, ratas y carpas  (Fujieda et al., 1999, 
Fujieda et al., 2000, Scher et al., 2002), pero no colocalizan en el mismo tipo de células, 
lo que sugiere una separación de poblaciones de neuronas que expresan uno u otro tipo 
de receptor (Wiechmann and Sherry, 2012).  
En ranas se han encontrado los 3 receptores, MT1, MT2 y GPR50 en células 
horizontales (Wiechmann and Rada, 2003, Wiechmann et al., 2004, Wiechmann and 
Sherry, 2012), así como en pollos han sido localizados en células ganglionares (Natesan 
and Cassone, 2002). 
Por otro lado, se han encontrado heterómeros MT1/MT2 en fotorreceptores que 
muestran un papel clave mejorar de la sensibilidad lumínica durante la noche (Baba et 
al., 2013) 
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La existencia de tantos receptores y en una familia amplia de especies, indica la 
importancia de la melatonina en el globo ocular. Ésta, participa en muchas funciones, 
como la modulación de la liberación de dopamina en las neuronas de conejo 
(Dubocovich, 1983), en la regulación de movimientos retinomotores en vertebrados 
inferiores (Pierce and Besharse, 1985), y en el ajuste de la sensibilidad a la luz de las 
células horizontales en salamandras (Wiechmann et al., 1988) y median en la 
regeneración de los discos externos de los fotorreceptores en ratas (White and Fisher, 
1989).  
Se ha sugerido que los receptores MT1y MT2 están relacionados con los cambios 
relacionados con la edad (Scher et al., 2002). Se ha relacionado el descenso fisiológico 
en los niveles de melatonina de personas mayores con el inicio de la degeneración 
macular asociada a la edad (Rosen et al., 2009), sugiriendo la participación de estos 
receptores en la protección contra esta enfermedad (Bardak et al., 2017, Yi et al., 2005). 
Hay también evidencias que sugieren que el tratamiento con melatonina previene la 
vítreo-retinopatía proliferativa (Er et al., 2006). 
Se ha encontrado que la expresión de los receptores de melatonina están 
alterados en pacientes con Alzheimer, estando el receptor MT1 sobreexpresado y el 
receptor MT2 disminuido (Savaskan et al., 2002, Savaskan et al., 2007), 
Otra indicación del posible papel de la melatonina en las patologías relacionadas 
con la edad es que tanto la síntesis de melatonina retiniana (Pulido and Clifford, 1986, 
Tosini et al., 2006) como la respuesta a la administración de melatonina exógena (Baba 
et al., 2012), disminuyen con la edad. 
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Figura I.6. Localización de los receptores de melatonina en el globo ocular. 
La imagen muestra la localización de los receptores de melatonina MT1, MT2 y GPR50 en el ojo. 
Modificado de (Alarma-Estrany and Pintor, 2007) 
IRIS/CUERPO CILIAR 
MT1 Conejo 
MT2 Conejo, Humano  
GPR50 Xenopus 
 
RETINA 
MT1 Humano, ratón, mono, cerdo de Guinea, carpa, pollo, Xenopus 
MT2 Humano, mono, pollo, Xenopus 
GPR50 Monos, ratón, pollo 
CÓRNEA 
MT1 (Humano, pollo, Xenopus) 
MT2 (Xenopus) 
GPR50 (Pollo, Xenopus) 
 
ESCLERA 
MT1 (Xenopus) 
MT2 (Xenopus) 
 
COROIDES 
MT1 (Pollo) 
  
  
CRISTALINO 
MT2 (Xenopus) 
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II. HIPÓTESIS Y OBJETIVOS 
1. JUSTIFICACIÓN 
El glaucoma es una neuropatía óptica progresiva crónica caracterizada por una 
degeneración de las células ganglionares retinianas y un daño a la cabeza del nervio 
óptico. De esta forma, hay una pérdida progresiva de campo visual que finalmente 
puede provocar ceguera (Quigley, 2011). 
En 2010, había 4,2 millones de personas con glaucoma en todo el mundo. Esta 
enfermedad causa un 6,6% (2,1 millones de personas) de los casos de ceguera (AV < 
0,05) y un 2,2% (4,2 millones de personas) de los casos moderados y severos de 
discapacidad visual (AV entre 0,05 y 0,33), siendo la mayor causa de ceguera 
irreversible mundial (Bourne et al., 2016). 
El glaucoma presenta, además de la dimensión clínica y social, una vertiente 
socioeconómica muy importante. Debido a la lenta progresión de la patología y a su 
cronicidad con el tiempo, estos pacientes requieren de la monitorización del estado de 
su enfermedad y de un tratamiento médico de por vida (Banga et al., 2015). Alrededor 
del 8.5% de las visitas a la consulta de oftalmología son debidas al glaucoma (Grub and 
Rohrbach, 2006), y suponen un gasto de entre 226 y 809 euros al año, dependiendo de 
lo avanzado de la patología (Lorenz et al., 2013). En España, los costes únicamente 
derivados del tratamiento médico suponen a cada paciente aproximadamente 650€ 
anuales (Hommer et al., 2008). Todas estas cifras demuestran la relevancia del 
glaucoma como un importante problema de salud pública. 
Como se ha mencionado en la introducción, una PIO elevada es el mayor factor 
de riesgo y el único factor de riesgo que puede ser modificado para frenar o retardar la 
pérdida de visión. Incluso para pacientes que tienen PIO baja pero que pierden visión 
debido al glaucoma, se les recomienda terapias de control de PIO (Lee and Goldberg, 
2011, Webers et al., 2008, Grieshaber and Flammer, 2010, Carta et al., 2012). 
  
58 
 HIPÓTESIS Y OBJETIVOS 
Debido a los efectos adversos de los fármacos actuales y a la falta de eficacia 
para algunos pacientes de los tratamientos actuales (Scherer, 2002), se siguen 
buscando nuevas opciones de tratamiento para el glaucoma. 
Uno de los grupos de nuevos tratamiento más prometedores es la melatonina y 
sus derivados, que se han mostrado eficaces en el tratamiento del glaucoma tanto en 
animales (Martinez-Aguila et al., 2016, Crooke et al., 2012, Martinez-Aguila et al., 2013, 
Serle et al., 2004, Alarma-Estrany et al., 2011, Crooke et al., 2013) como en humanos 
(Pescosolido et al., 2015, Ismail and Mowafi, 2009). 
 
2. HIPÓTESIS 
En estudios previos se ha demostrado la eficacia de la melatonina y sus análogos 
como compuestos prometedores para el tratamiento del glaucoma y como puntos de 
partida para el desarrollo de nuevos medicamentos. Se ha demostrado que la 
melatonina y sus derivados reducen la PIO en modelos animales normotensos y que la 
melatonina puede tener un papel neuroprotector en la retina. 
Por lo tanto, la hipótesis de esta Tesis Doctoral es que la melatonina y sus 
derivados pueden contrarrestar la subida de la PIO en animales glaucomatosos 
actuando sobre receptores cuya expresión se encuentra alterada como 
consecuencia de la patología. 
 
3. OBJETIVOS 
Todos los antecedentes descritos nos llevaron a plantearnos como objetivo 
 general de esta Tesis Doctoral determinar el papel de los compuestos melatoninérgicos 
en la patología glaucomatosa. Para ello, se han propuesto los siguientes objetivos 
específicos: 
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1. Evaluar el efecto de la melatonina y análogos sobre la PIO en conejos 
albinos de Nueva Zelanda, medidos en condiciones normotensas e hipertensas.  
 
2. Evaluar el efecto de la melatonina y análogos sobre la PIO en ratones 
C57BL/6J y DBA/2J, realizando una caracterización farmacológica completa de 
los mismos. 
 
3. Realizar un tratamiento continuado con el compuesto más eficaz para 
verificar si dicho compuesto puede contrarrestar el aumento de la PIO. 
 
4. Determinar la localización de los receptores de melatonina, así como la 
variación en el tiempo de la expresión de los genes de melatonina en ambos 
animales. 
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III. MATERIAL Y MÉTODOS 
 
1. MATERIALES 
A continuación, se describe en las siguientes tablas los reactivos, materiales e 
instrumentos, medios y tampones, material biológico y los programas y herramientas 
informáticas que se han empleado para el desarrollo de la tesis. 
 
1.1. REACTIVOS Y PRODUCTOS QUÍMICOS 
A continuación, se muestran los reactivos utilizados, así como las casas 
comerciales, en base a las diferentes técnicas llevadas a cabo para la experimentación 
del presente trabajo. 
REACTIVO PROVEEDOR USO 
SpeedTools Total RNA 
Extraction Kit 
Qiagen/Biotools 
Biología Molecular 
Turbo DNA-free Ambion 
M-MLV RT reagents, dNTP’s Invitrogen 
TaqMan® Fast Universal PCR 
Master Mix 
Applied Biosystems 
TaqMan® Gene Expression 
Assays 
β-mercaptoetanol 
Sigma-Aldrich LuminoCt® Qpcr Ready Mix 
RNase-Zap 
Syber safe DNA gel stain 
Thermo Scientific 
DNA loading 
Gene ruler 100pb 
Gene ruler 1kb 
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NDS Jackson Inmunoresearch 
Inmunohistoquímica 
Tritón X-100 
Sigma-Aldrich 
Yoduro de propidio 
Alexa Fluor® 488 AffiniPure 
Donkey Anti-Goat IgG (H+L) 
Jackson Immunoresearch 
 Medio de montaje Vectashield 
Vector Laboratories, 
Palex Medical 
Sacarosa Merck 
Tissue-Tek® O.C.T. 
Compound 
Sakura 
Isofluorano (IsoFlo®) Esteve Anestesia 
Otros reactivos para análisis 
(NaCl, KH2PO4, Na2HPO4, 
HCl,…) 
Merck Varios 
Tabla III.1.- Relación de los principales reactivos y compuesto químicos utilizados 
 
Se detalla a continuación los agonistas, antagonistas e inhibidores 
usados en la experimentación para el tratamiento de los animales. 
AGONISTAS, 
ANTAGONISTAS E 
INHIBIDORES 
PROVEEDOR USO 
Melatonina Sigma-Aldrich Agonistas MT1, MT2 
5-MCA-NAT Tocris Agonista MT3 
Agomelatina Sigma-Aldrich 
Agonista MT1, MT2 y 
antagonista 5-HT2C 
Luzindol Sigma-Aldrich Antagonista MT1, MT2 
4-PPDOT Sigma-Aldrich Antagonista selectivo MT2 
Prazosin Sigma-Aldrich 
Antagonista selectivo MT3 
y α1 
Tabla III.2.- Agonistas, antagonistas e inhibidores 
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1.2. INSTRUMENTOS Y MATERIALES 
A continuación, se muestran la instrumentación necesaria y/o 
equipamiento especificados dentro de cada una de las metodologías empleadas 
a lo largo del trabajo de investigación llevado a cabo. 
EQUIPOS, INSTRUMENTOS Y 
MATERIALES 
PROVEEDOR USO 
StepOne Plus Real Time System 
Applied Biosystems 
Biología Molecular 
Termociclador GeneAmp 2400 
Biophotometer Plus 2233 Eppendorf 
Ultra-Turrax T-8 Basic IKA 
Transiluminador Gel Logic 200 
Imagin System  
Kodak 
Criostato Leica CM1850 Leica 
Inmunohistoquímica 
Microscopio Confocal Axiovert 200 
M 
Zeiss 
Portas y Cubreobjetos Thermo Scientific 
Módulo Confocal Pascal 
Zeiss 
Cámara Axiocam ICc1 
Matrx VIP 3000 Calibrated 
Vaporized 
Midmark 
Anestesia 
Oxígeno Medicinal Air liquid 
Tonómetro de rebote TonoLab® 
Tiolat-Oy Presión Intraocular 
Tonómetro de rebote TonoVET® 
Centrífuga Labofuge 400 
Heraeus Varios 
Centrífuga refrigerada Kubota 6500 
Centrífuga de sobremesa Biofuge® 
pico 
Tabla III.3.- Equipos, instrumentos y materiales empleados 
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1.3. MEDIOS Y TAMPONES 
Los medios de cultivo, tampones y disoluciones generales se prepararon en agua 
desionizada de alta calidad y pureza obtenida con un equipo de filtración Milli-Q Water 
Purification System de Millipore. Las soluciones o muestras que debían mantenerse a 
4ºC se conservaron en frigoríficos Daewoo, Liebehrr y Bosch. A continuación, se 
muestra una tabla correspondiente a soluciones generales. 
TAMPONES/SOLUCIONES COMPUESTOS 
PBS 10X (pH=7.3) 
1.37 mM NaCl; 81 mM Na2HPO4; 26.8 mM KCl; 
14.7 mM KH2PO4 
PBS 1X (pH=7.3) 10% (v/v) PBS 10X; 90% (v/v) H2O 
Solución de sacarosa para 
incluir tejidos (11%) 
10% (V/V) PBS 10X; 11% (m/v) Sacarosa 
Solución de sacarosa para 
incluir tejidos (33%) 
10% (V/V) PBS 10X; 33% (m/v) Sacarosa 
Tampón de lavados 0.1% (v/v) Tritón X-100; 10% (v/v) PBS 10X 
Solución Bloqueo para 
inmunohistoquímica 
90% (v/v) Tampón de lavados (PBS 1X-Tritón X-100 
0.1%); 10% (v/v) Suero (NDS) 
Tris-acetato-EDTA (TAE) 
1X (pH=8.3) 
40 mM Tris-base, 20 mM ácido acético glacial, 1 mM 
EDTA 
Tabla III.4.- Medios y tampones 
 
1.4. MATERIAL BIOLÓGICO. ANIMALES DE EXPERIMENTACIÓN 
Durante la realización de la presente tesis se ha utilizado como primer modelo 
experimental el conejo albino de la raza Nueva Zelanda. Los animales, todos machos 
con un peso de entre 2 y 4 Kg, fueron estabulados en jaulas individuales con libre acceso 
a comida y agua, y fueron sometidos a ciclos controlados de luz/oscuridad de 12 horas 
para evitar la influencia de los ciclos circadianos en las medidas de la presión intraocular. 
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Los conejos empleados en los estudios farmacológicos fueron usados una única 
vez a la semana con el fin de permitirles recuperarse antes del siguiente ensayo.  
En una segunda parte de la presente tesis, se utilizaron dos modelos murinos, 
una cepa control y la otra cepa de ratones glaucomatosos, siendo todos ellos hembras, 
para la medida de la presión intraocular, la realización de la técnica cuantitativa de 
reacción en cadena de la polimerasa y la inmunohistoquímica. El motivo de esta 
selección se debe a que las hembras de la cepa glaucomatosa desarrollan antes las 
manifestaciones fenotípicas como la subida de la presión intraocular, y que además se 
mantiene elevada durante más tiempo (Libby et al., 2005). 
Los animales fueron estabulados en jaulas de policarbonato, con comida y agua 
ad libitum, temperatura controlada y fueron sometidos a ciclos controlados de 
luz/oscuridad de 12 horas para mantener estables los ciclos circadianos en las medidas 
de la presión intraocular. 
Todos los protocolos realizados con ambos tipos de animales cumplieron la 
normativa europea (86/609/EEC) del Consejo de la Unión Europea sobre uso y manejo 
de animales de experimentación, la declaración para el uso de animales en investigación 
oftalmológica y de visión “ARVO Statement for Use of Animals in Opthalmology and 
Vision Research” y pasaron los comités de experimentación animal de la Universidad 
Complutense de Madrid y de la Comunidad de Madrid, siguiendo las pautas indicadas 
por el Consejo Internacional de Animales de Laboratorio (ICLAS). 
Modelo animal estasis venoso: Conejo albino de Nueva Zelanda. 
Los conejos que se utilizaron para los experimentos fueron obtenidos de la 
Granja Cunícula San Bernardo (Navarra). Los animales se mantuvieron a temperatura 
y luz controlada, con un fotoperiodo artificial de 12 horas de luz/oscuridad. A todos los 
animales se les proporcionó comida y agua ad libitum. Se emplearon un total de 24 
conejos para los estudios de PIO. 
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Modelo animal avanzado: Ratones controles C57BL/6J y glaucomatosos DBA/2J. 
Los experimentos se realizaron en ratones hembra control C57BL/6J y 
glaucomatosos DBA/2J obtenidos de Charles Rivers, el distribuidor europeo de 
Jackson Laboratories. Los animales se mantuvieron a temperatura y luz controlada, 
con un fotoperiodo artificial de 12 horas de luz/oscuridad. A todos los animales se les 
proporcionó comida y agua ad libitum. Los experimentos se realizaron en hembras 
C57 y DBA, ya que las hembras mutantes desarrollan antes las manifestaciones 
fenotípicas que los machos, entre ellas, el aumento de PIO (Libby et al., 2005). 
En este estudio se emplearon aproximadamente 100 animales mutantes y 100 
controles divididos en grupos correspondientes a diferentes estadios 3, 6, 9 y 12 
meses que fueron objeto de estudio. Se dividieron en grupos empleándose 50 de ellos 
para la técnica de qPCR para los 4 estadios de edad, 20 para la técnica de 
inmunohistoquímica y 30 exclusivos para medidas de PIO. 
 
1.5. PROGRAMAS Y HERRAMIENTAS INFORMÁTICAS 
HERRAMIENTAS INFORMÁTICAS USO 
Software LSM 5 Pascal (Zeiss) Varios 
Image J (National Institutes of Health) Análisis de imágenes 
Pubmed (National Institutes of Health) 
Motor de búsqueda en 
bases de datos bibliográficas 
GenBank EMBL (National Institutes of 
Health) 
Base de datos para ácidos 
nucleicos 
GraphPad Prism 5.0 (GraphPad 
Software) 
Hoja de cálculo/ Análisis 
de datos 
Step One Plus AB 2.3 (Step One 
Software) 
Análisis PCR 
SPPS 22.0 (SPSS Inc.) Análisis estadístico 
Granmo 6.0 Cálculo muestral 
Tabla III.5.- Programas y herramientas informáticas 
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2. MÉTODOS 
2.1. MEDIDAS DE LA PRESIÓN INTRAOCULAR 
Las medidas de presión intraocular realizadas sobre los conejos de Nueva 
Zelanda se realizaron con el tonómetro de rebote TonoVET®, mientras que aquellos 
hechas sobre los ratones fueron realizadas con del tonómetro de rebote TonoLab® 
(Ambos instrumentos de Tiolat Oy, Helsinki). 
Ambos tonómetros, al no ser tonómetros de contacto, no precisan la aplicación 
de anestesia tópica. Sin embargo, en el caso de los ratones, es necesaria una sedación 
para evitar que los animales se muevan y se pueda medir correctamente en el centro 
de la córnea (Danias et al., 2003, Wang et al., 2005). 
El tonómetro TonoVET® realizaba 5 lecturas, de las cuales se descartaban las 
2 más atípicas y se realizaba la media de las 3 lecturas restantes. En el caso del 
tonómetro TonoLab®, éste debía quedar fijado, de forma que la sonda con la que se 
toman las medidas quede alineada con el eje óptico del ojo de los ratones, a una 
distancia de 1-4mm. En cada medida registrada de la PIO se realizaron 6 lecturas, de 
las cuales se descartaron las 2 más atípicas y se realizó la media de las 4 lecturas 
restantes. Estos datos son los usados como valor de medida que servirán para los 
posteriores análisis estadísticos. 
Para evitar el efecto putativo del ritmo circadiano, la presión intraocular fue 
medida siempre a la misma hora del día. 
 
2.1.1. Monitorización de la presión intraocular en ratones  
El procedimiento de sedación se realiza a través de una máquina de anestesia 
inhalatoria en la que el animal es ventilado mecánicamente mediante isofluorano (Figura 
III.1). Para ello el oxígeno es almacenado en una bala de 3515-3867 gr/cm2 controlado 
por un manómetro ajustado a 1 bar aproximadamente. El punto de encuentro entre el 
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oxígeno y el anestésico es el vaporizador regulando la dosis del fármaco a 500 cc/minuto 
y liberando finalmente el 2,5% de isofluorano en oxígeno al animal. 
 
Figura III.1.- Equipo de anestesia superficial con isofluorano. 
 
Inicialmente, los animales se colocaban en una cámara de metacrilato para la 
sedación inicial y después de aproximadamente dos minutos, el animal es trasladado a 
la posición adecuada para realizar la medida de la presión intraocular, manteniendo su 
sedación a través de un cono nasal que liberaba la misma mezcla de isofluorano y 
oxígeno (Figura III.2). El cono de la nariz permitía perfectamente el acceso a los ojos. 
 
 
 
 
 
Figura III.2.- Cámara de sedación y cono nasal para liberación de isofluorano 
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2.1.2. Monitorización de la presión intraocular en conejo de Nueva Zelanda 
Para realizar la monitorización de la bajada de presión intraocular de los 
compuestos ensayados en los conejos de Nueva Zelanda, se procedía a realizar dos 
medidas basales de la PIO del conejo con 30 minutos de diferencia entre ambas 
medidas. Después se procedía a instilar en ambos ojos 40 µl del compuesto 
seleccionado a 8 conejos y se medía cada 30 minutos hasta llegar a la hora y 
posteriormente, cada hora hasta las 6 horas desde la instilación del compuesto. Otros 8 
conejos eran tratados con 40 µl de solución salina como controles. 
 
2.1.3. Modelo de hipertensión ocular por estasis venoso. Posición de 
Trendelenburg. 
Con el objetivo de producir un aumento significativo, controlable y repetible de la 
presión intraocular en los conejos, se les indujo un estasis venoso por gravedad 
mediante la colocación del animal en la posición de Trendelenburg formando un ángulo 
de 80º con la horizontal (Meyer, 1885), siguiendo el protocolo descrito por Gual y 
colaboradores (Gual et al., 1989). La fuerza de la gravedad ejercida durante el tiempo 
que el animal se encuentra en la posición de Trendelenburg, induce un estasis venoso 
que eleva la PIO debido principalmente a la compresión del canal de Schlemm y de las 
venas epiesclerales (Langham and Taylor, 1960). 
Para llevar a cabo el procedimiento, los animales fueron colocados en un cepo, 
y éste, a su vez, colocado y anclado a un soporte de madera, de manera que la base 
del cepo formase un ángulo de 80° con la horizontal (Figura III.3). 
La PIO fue monitorizada con los animales en la posición prono horizontal, 
considerándose esos valores como la PIO control basal, y posteriormente volvería a 
monitorizarse al colocar al animal en la posición de Trendelenburg. Las medidas basales 
fueron tomadas un mínimo de 6 veces con intervalos de 5 minutos entre ellas, y desde 
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que el animal se colocó en la posición de Trendelenburg y se le aplicó el compuesto 
seleccionado se monitorizó cada 5 minutos durante los primeros 20 minutos. 
Transcurridos 20 minutos, los animales se colocaban de nuevo en posición horizontal y 
se dejaba actuar el compuesto hasta el máximo de efecto preestablecido en condiciones 
normales, momento en el cual, se volvía a colocar al conejo en posición de 
Trendelenburg y se medía cada 5 minutos durante 20 minutos. 
 
Figura III.3.- Modelo de hipertensión ocular inducido por la posición de Trendelenburg. 
La imagen muestra la mediada de la PIO realizada con el tonómetro de no-contacto TonoVet, 
mientras el animal está colocado en la posición de Trendelenburg (sujeto en el cepo, formando 
un ángulo de 80° con la horizontal). 
 
2.1.4. Monitorización de la evolución de la presión intraocular en ratones 
glaucomatosos 
Para monitorizar la presión intraocular de los animales, y así poder ver la subida 
de la misma en los ratones glaucomatosos, se tomaron medidas semanales tanto de los 
ratones DBA/2J como de los ratones C57BL/6J. En total, se monitorizó la presión 
intraocular de 40 animales. 
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Estas medidas se realizaron desde los tres meses hasta los doce meses de 
edad, siempre a la misma hora del día, como se ha mencionado con anterioridad en 
metodología de las medidas de la presión intraocular. 
 
2.1.5. Medida de la presión intraocular con tratamiento a largo plazo en ratones 
Un grupo de 20 ratones (10 DBA/2J y 10 C57BL/6J) de 5 meses de edad fueron 
seleccionados para comprobar el posible efecto preventivo que podía tener la aplicación 
tópica de 5-MCA-NAT sobre estos animales. Otros 20 ratones (10 DBA/2J y 10 
C57BL/6J) fueron seleccionados como controles, y se les trataba aplicando solución 
salina 0.9% también de forma tópica. 
Para llevar a cabo la monitorización de la presión intraocular, para poder ver el 
efecto del 5-MCA-NAT sobre la presión en relación con la edad de los animales, y por 
tanto del desarrollo de glaucoma en los ratones de la cepa DBA/2J, se tomaron unas 
medidas basales cada semana que se realizaron entre el quinto y el sexto mes de edad 
de todos los animales que fueron seleccionados para este estudio. Una vez pasado este 
tiempo, los animales fueron divididos de forma aleatoria en controles o tratados con 5-
MCA-NAT. 
Para comprobar la hipótesis del efecto hipotensor del 5-MCA-NAT, se aplica este 
análogo de melatonina tres veces a la semana, desde los seis hasta los nueve meses 
de edad, midiendo la presión intraocular una vez a la semana y comparándola con los 
valores de su grupo control (aquellos tratados con solución salina 0,9%). 
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2.2. CARACTERIZACIÓN FARMACOLÓGICA EN RATONES 
En todos los casos, los animales fueron tratados tópicamente con el mismo 
volumen, 2µL, tanto de la sustancia a estudiar como de la solución salina, en todos los 
ensayos realizados. Los fármacos fueron aplicados en los dos ojos de los ratones, es 
decir, de manera bilateral. 
Durante la preparación de los compuestos, todos fueron formulados siempre 
desde solución salina estéril al 0.9%, a excepción de aquellos que no eran solubles en 
solución salina y que fueron disueltos inicialmente en DMSO, y posteriormente diluidos 
en salina hasta una concentración de DMSO menor del 0,1%. 
Para la realización de los diferentes estudios farmacológicos se emplearon un 
total de 40 animales. Los animales fueron distribuidos de la siguiente manera: 20 ratones 
DBA/2J y 20 ratones C57BL/6J. Dentro de cada grupo se distribuyeron al azar 10 
animales para tratamiento y 10 animales como control. 
 
2.2.1. Efecto de la instilación tópica de melatonina y 5-MCA-NAT a corto y largo 
plazo  
Con el fin de comprobar el efecto hipotensor de la melatonina y el 5-MCA-NAT, 
se realizaron diferentes experimentos. En todos los casos se instilaron 2µL del 
compuesto elegido a una concentración fija de 100 µM, para los estudios del efecto a 
corto plazo (seis horas de medidas de PIO o Time-Course). 
 
2.2.2. Dosis respuesta 
La melatonina y el 5-MCA-NAT fueron instilados en un amplio rango de 
concentraciones, que iban desde 10 pM hasta 1 mM para poder comprobar el efecto 
que tenían sobre la presión intraocular, dependiendo de la concentración. La presión 
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intraocular fue medida tres horas después de instilar el compuesto, debido a que era a 
este tiempo donde se encontraba el efecto máximo hipotensor del mismo. 
 
2.2.3. Efecto de los receptores melatoninérgicos en la presión intraocular 
Para medir el efecto de la PIO en función del tipo de receptor de melatonina 
activado, se procedió a pretratar 30 minutos antes del agonista a los ratones con los 
correspondientes antagonistas. Estos antagonistas testados fueron instilados 
tópicamente a una concentración fija de 100µM. 
 
2.3. ESTUDIOS DE EXPRESIÓN GÉNICA 
Los estudios de expresión génica se llevaron a cabo mediante la cuantificación 
relativa de la expresión de los ARNm de interés mediante análisis de RT-PCR en tiempo 
real.  
 
2.3.1. Extracción de las muestras de ARN total  
Las muestras de ARN total se obtuvieron a partir de tejido de iris y procesos 
ciliares de las dos cepas de ratón, DBA/2J y C57BL/6J, recogidos en los estadios de 3, 
6, 9 y 12 meses de edad, siendo el número total de animales utilizados 86 (43 ratones 
DBA/2J y 43 ratones C57BL/6J). La manipulación del ARN tuvo lugar en todo momento 
en condiciones libres de ARNasas. El procedimiento de extracción de ARN se realizó 
siguiendo el protocolo descrito en un kit comercial (SpeedTools Total RNA Extraction 
Kit, Biotools), que se basa en la capacidad de unión del ARN a una columna de gel de 
sílice en presencia de una elevada concentración de sales. Para ello, los tejidos se 
lisaron en 350 µL de tampón de lisis RL conteniendo 0.1% de β-mercaptoetanol, 
utilizando un homogenizador-dispersador eléctrico IKA® ULTRA-TURRAX® T-8 Basic 
para facilitar la ruptura de los tejidos. De esta forma se puede liberar el contenido celular 
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a la vez que se consigue una rápida inactivación de las ARNasas endógenas, evitando 
así la degradación del ARN presente en el lisado. A continuación, los lisados tisulares 
se cargaron en columnas de filtrado para eliminar los restos de membranas celulares y 
la mayor parte del ovillo de ADN cromosómico. Los lisados ya filtrados se mezclaron al 
50% (v/v) con etanol al 70% para conseguir las condiciones óptimas de unión a la 
columna. Los lisados se cargaron en columnas de purificación y se centrifugaron 30 s a 
11.000xg. Para eliminar las sales de la membrana de sílice se realizó un lavado con 
tampón DBR. Posteriormente, se realizó un tratamiento de 15 min con ADNasa en la 
propia columna de purificación para eliminar los restos de ADN genómico contaminante. 
Transcurrido este tiempo se realizaron varios lavados de la membrana de sílice con los 
tampones de lavado WR1 y WR2 para eliminar cualquier resto de otro tampón y 
finalmente se procedió a la elución del RNA total purificado en 40 µL de agua libre de 
ARNasas. 
Después de cada extracción de ARN total se realizó un segundo tratamiento de 
las muestras con ADNasa (30 min, 37⁰C) utilizando el kit comercial Turbo DNA free 
(Ambion) para eliminar por completo cualquier resto de ADN genómico contaminante 
que pudieran interferir en la cuantificación y calidad de las muestras. Finalizado el 
tiempo de incubación se inactivó la ADNasa siguiendo el protocolo del kit y se recuperó 
la fracción de ARN total altamente purificada. 
 
2.3.2. Determinación de la concentración y del grado de pureza del ARN total 
extraído 
La concentración del ARN total extraído se determinó cuantificando la 
absorbancia a 260 nm de las muestras obtenidas en un espectrofotómetro 
(Eppendorf®). El grado de pureza del ARN se estimó a partir del cociente entre la 
absorbancia de la muestra medida a 260nm y a 280nm (A260/A280), que para una 
disolución de ARN puro debe tener un valor igual o muy próximo a 2. 
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2.3.3. Retrotranscripción (RT) 
La síntesis del ADN complementario (ADNc) a partir del ARN total extraído de la 
muestra correspondiente se realizó utilizando la enzima transcriptasa inversa del virus 
de leucemia murina M-MLV (400 U), 6 μg de cebadores de secuencia aleatoria y 350 
μM de una mezcla de desoxinucleótidos trifosfato (dNTPs), siempre en presencia del 
inhibidor de ARNasas RNAse OUT (40 U). La reacción de RT se desarrolló durante 90 
minutos a 37°C, seguida de una incubación a 70°C durante 15 minutos con el fin de 
inactivar la retrotranscriptasa. Además, para cada muestra de ARN total se realizó una 
reacción de RT en la que no se añadió transcriptasa inversa, para descartar la existencia 
de ADN genómico contaminante. Todas las reacciones de retrotranscripción se llevaron 
a cabo en el termociclador GeneAmp 2400 de Applied Biosystems. 
 
2.3.4. Reacción en cadena de la polimerasa (PCR)  
Para analizar la expresión de los receptores de melatonina MT1 y MT2, así como 
del receptor GPR50 se llevaron a ensayos de PCR utilizando la ADN polimerasa 
AmpliTaq Gold® en forma de mezcla de reacción comercial o “Master Mix” (que contiene 
los dNTPs, el tampón de reacción y la polimerasa), una pareja de oligonucleótidos 
específicos y 5 µl de ADN molde, en un volumen final de reacción de 25 µL. Los 
oligonucleótidos para los receptores MT1, MT2 y GPR50, así como los del control 
endógeno gliceraldehído-3-fosfato deshidrogenasa (GAPDH) fueron comerciales. 
Todas las reacciones de PCR se llevaron a cabo en un termociclador GeneAmp 2400 
de Applied Biosystems. 
Debido al escaso material biológico de partida y, en consecuencia, a la baja 
concentración de ARN puro obtenido para cada muestra (inferior a 1 g en muchos 
casos), se realizó una primera etapa de preamplificación por PCR de cada ADNc y para 
cada uno de los genes de interés. Las características de la PCR de preamplificación 
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fueron las siguientes: un paso inicial de desnaturalización y activación de la polimerasa 
AmpliTaq Gold® de 94°C durante 5 minutos, seguido de 14 ciclos de amplificación en 
las siguientes condiciones de desnaturalización, anillamiento y elongación: 94°C, 30 
segundos; 60°C, 30 segundos; 72°C, 30 segundos, respectivamente. Una vez 
completados los 14 ciclos, se realizó un paso de extensión final durante 7 minutos a 
72°C para facilitar la completa elongación de todos los fragmentos amplificados durante 
la reacción de PCR.  
Una vez finalizada la reacción de preamplificación, se procedió a realizar una 
segunda PCR de los productos de preamplificación obtenidos siguiendo un protocolo 
prácticamente idéntico al anterior, con la excepción del número de ciclos de 
amplificación, que este caso fue de 40. Cada reacción de PCR se realizó en paralelo 
con un control sin molde para asegurar la ausencia de contaminaciones cruzadas. Una 
vez finalizadas esta segunda reacción de PCR para cada gen a estudiar, los productos 
de amplificación resultantes se separaron e identificaron utilizando geles de agarosa al 
3%, teñidos con el marcador de ADN SYBR Safe (Molecular Probes). Como marcador 
de pesos moleculares conocidos se utilizaron los patrones de ADN comerciales Gen 
ruler de 100 pb y Gene ruler de 1Kb. Los fragmentos de ADN amplificados se 
visualizaron mediante el sistema de captación de imágenes Gel Logic 200 Imagin 
System (Kodak) con exposición a luz ultravioleta.  
 
2.3.5. PCR cuantitativa a tiempo real (Q-PCR)  
Este método permite seguir a tiempo real el proceso de amplificación de los 
productos obtenidos tras la preamplificación de los ADNc correspondientes, de forma 
que se puede cuantificar de manera fidedigna los niveles de expresión de un 
determinado transcrito con relación a la expresión del gen constitutivo GAPDH. El uso 
de esta técnica para cuantificar la expresión de un determinado gen o genes de interés 
se basa en la relación directa que existe entre la cantidad de ADN molde inicial y el 
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producto que se amplifica a partir del mismo. De esta forma a mayor cantidad de ADN 
molde, más temprana será la aparición de cantidad suficiente del producto amplificado 
para poder ser detectado por el equipo.  
El seguimiento del proceso de amplificación se llevó a cabo mediante el uso de 
sondas de hibridación TaqMan®. Estas sondas hibridan de forma específica con el 
amplicón deseado en una región interna del mismo, el cual queda localizado entre los 
cebadores sentido y antisentido. La sonda está marcada en el extremo 5´ con un 
fluoróforo reportero que requiere una luz de excitación de alta energía y en el extremo 
3´ con una molécula que actúa como apagador o “quencher” absorbiendo la emisión de 
fluorescencia del extremo 5´. Por tanto, cuando la sonda está intacta, y por lo tanto 
apagador y reportero están próximos, no emite señal fluorescente. Durante el proceso 
de extensión de la cadena que se está sintetizando, la Taq polimerasa termoestable, 
que también posee actividad 5´-exonucleasa, hidroliza la sonda en su extremo 5´ de 
forma que el reportero queda libre lejos del apagador y emite fluorescencia (Figura III.4).  
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Figura III.4.- Esquema de los sucesos que tienen lugar durante el desarrollo de una Q-PCR. 
La sonda hibrida de forma específica con el amplicón deseado en una región interna del mismo, 
el cual queda localizado entre los cebadores sentido y antisentido. La sonda está marcada en el 
extremo 5´ con un fluoróforo reportero FAM y en el extremo 3´ con un apagador o “quencher” 
que absorbe la emisión de fluorescencia del extremo 5´. Durante el proceso de extensión de la 
cadena que se está sintetizando, la ADN polimerasa termoestable con actividad 5´-
3´exonucleasa hidroliza la sonda en su extremo 5´. De esta forma el reportero se libera, la 
fluorescencia que emite no es absorbida por el apagador y su emisión es detectada por el 
termociclador. 
 
La acumulación de los productos amplificados durante la PCR se detecta 
monitorizando el aumento de fluorescencia que se produce como consecuencia de la 
liberación del fluoróforo reportero. Durante los primeros ciclos de amplificación no se 
detectan incrementos de fluorescencia ya que es necesario que se acumule una 
cantidad mínima de producto amplificado para que la fluorescencia detectada por el 
  
81 
 MATERIAL Y MÉTODOS 
sistema sea significativamente distinta a la del valor de fluorescencia basal. A medida 
que los ciclos de PCR avanzan, aumenta el número de copias de producto generado, 
por lo que la intensidad de la fluorescencia emitida aumentará también de forma 
proporcional a la cantidad de amplicón sintetizado. El termociclador detecta el 
incremento de fluorescencia (∆Rn) y lo representa frente al número de ciclos de la PCR. 
El ciclo de PCR en el que se acumula suficiente producto amplificado como para que el 
valor de fluorescencia se eleve por encima un determinado valor de fluorescencia se 
define como ciclo umbral o “cycle treshold” (Ct). El valor del Ct es proporcional al 
logaritmo de la cantidad inicial de ADN molde (Figura III.5).  
 
 
Figura III.5.- Modelo de las curvas obtenidas en una reacción de Q-PCR. 
La línea roja indica la línea umbral o threshold. En azul se muestra el punto considerado como 
el valor de Ct. Este valor coincide con el número de ciclos de amplificación en la reacción de 
PCR necesarios para iniciarse el incremento exponencial de fluorescencia (Rn). 
 
Como ADN molde para ensayos de Q-PCR se utilizaron los productos de 
preamplificación obtenidos tras la primera PCR diluidos al 20% en agua ultrapura libre 
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de ARNasas. Para analizar la expresión de los genes de interés se utilizaron cebadores 
y sondas fluorescentes TaqMan® comerciales marcadas con el fluoróforo FAM en el 
extremo 5´ y con el apagador NFQ-MGB en el extremo 3’. Como control interno de 
amplificación se analizó la expresión del gen constitutivo GAPDH en todas las muestras 
obtenidas. Las reacciones de Q-PCR se realizaron usando el sistema StepOne Plus 
Real Time PCR de Applied Biosystems utilizando el kit de amplificación LuminoCt® Qpcr 
Ready MixTM de Sigma.  
El ensayo de amplificación se llevó a cabo en placas de 96 pocillos en un 
volumen final de 25 µl, conteniendo la mezcla comercial de cebadores y sonda 
correspondiente a cada transcrito, 0,75 ng de ARN de transferencia, la mezcla de 
amplificación (que contiene los dNTPS, el tampón de reacción y la Taq polimerasa) y 5 
µl del producto de preamplificación correspondiente diluido al 20%. La reacción se 
desarrolló en un programa de 2 pasos: una incubación inicial a 95°C durante 20 
segundos para la activación de la polimerasa seguida de 40 ciclos de amplificación: (1 
s de desnaturalización a 95°C y 20 s de hibridación a 60°C). La cuantificación de la 
expresión de cada transcrito se realizó interpolando los valores de Ct de cada muestra 
en una recta patrón. Para construir cada recta patrón, se hicieron diluciones seriadas a 
partir de una PCR clásica realizada con los mismos oligonucleótidos utilizados en la Q-
PCR y utilizando como molde 5 µl de ADNc. En la curva patrón se representa el 
logaritmo del número de copias obtenido de cada dilución del gen de interés con el valor 
de Ct obtenido tras la amplificación. Siempre se trabajó con curvas patrones cuyos 
coeficientes de correlación eran mayores de 0,98 y que daban una eficiencia de 
amplificación cercana al 100% para todos los genes. Finalmente, los resultados se 
expresaron como aumento o disminución de la expresión de cada gen con respecto a la 
condición referida como control. 
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2.4. INMUNOHISTOQUÍMICA 
Los estudios de expresión y localización de algunas proteínas (MT1, MT2 y 
GPR50) se llevaron a cabo mediante ensayos de inmunohistoquímica. 
 
2.4.1. Obtención de las secciones de los procesos ciliares 
Un total de 24 animales (12 DBA/2J y 12 C57BL/6J) se emplearon para la 
obtención de muestras de procesos ciliares. Los ratones fueron sacrificados con una 
sobredosis de Dolethal Vetoquinol® y perfundidos pericárdicamente con PBS y con 
paraformaldehido en PBS 0.1 M. 
Tras la perfusión, se enuclearon los ojos y estos fueron fijados mediante 
inmersión en PFA al 4% durante 1hora a 4º C. Las manipulaciones microquirúrgicas se 
efectuaron con la ayuda de un microscopio quirúrgico instalado sobre una columna S-
21 (Carl Zeiss, S.A.) y con el instrumental de microcirugía apropiado. Se diseccionaron 
pasado este tiempo, conservando el polo anterior del ojo ya que es donde se encuentran 
los procesos ciliares. Se llevó a cabo la crioprotección del polo anterior, sumergiéndolo 
en una solución de sacarosa al 11% en PBS durante un mínimo de 12 horas para a 
continuación sumergirlos en una solución de sacarosa al 33% en PBS 1X a 4ºC durante 
toda la noche, el tiempo suficiente para poder preservar el tejido del deterioro 
ocasionado por la formación de cristales de agua durante el proceso de congelación. 
Una vez pasado el tiempo sumergido en sacarosa para completar la 
crioprotección, se incluyeron en un molde de relleno de medio para la congelación 
(Tissue-Tek® O.C.T. Compound®), que nos sirvió para los cortes histológicos. Estos 
bloques con los ojos incluidos en el medio de congelación se guardaron a -80ºC hasta 
que fueron cortados con el criostato. 
Antes de proceder a realizar las secciones histológicas correspondientes, los 
bloques se dejaron aproximadamente 1 hora en el criostato para que alcanzasen la 
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temperatura óptima de corte. Se realizaron secciones longitudinales de 10 µm de grosor 
de los ojos en un criostato Leica, se recogieron en portaobjetos y se guardaron a -20ºC 
hasta el momento de su utilización. 
 
2.4.2. Inmunofluorescencia del tejido 
Las criosecciones de los procesos ciliares se atemperaron durante unos 45 
minutos, y a continuación se hidrataron con PBS 1X durante otros 10 minutos. 
Posteriormente las muestras fueron permeabilizadas (PBS 1X-TritonX10 al 0,25%), para 
facilitar el acceso de los anticuerpos a todo el tejido, durante media hora. A continuación, 
fueron incubadas durante una hora con la solución de bloqueo e inmediatamente 
después incubadas con el anticuerpo primario correspondiente durante toda la noche a 
-4ºC en oscuridad. 
Tras la incubación del anticuerpo primario, y los lavados correspondientes, se 
procedió a la incubación en cámara oscura durante una hora del anticuerpo secundario 
diluido en PBS Tritón X-100 (0.1%). El anticuerpo secundario utilizado para cada 
proteína se muestra en la Tabla III.6. Pasado ese tiempo, y después de realizar lavados, 
se incubaron las muestras durante 10 minutos con yoduro de propidio (IPr) (dilución 
1:500), lo cual nos permitió poder ver los núcleos celulares. Finalmente, los portaobjetos 
con nuestras secciones fueron montados con los cubreobjetos con la ayuda del medio 
de montaje con propiedades protectoras Vectashield (Vector Laboratories, Palex 
Medical). Se protegieron de la luz y se guardaron a 4ºC. 
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ANTICUERPOS DILUCIÓN PROVEEDOR 
Goat polyclonal anti-MT1 1:100 Santa Cruz Biotechnology 
Rabbit polyclonal anti-MT2 1:75 Alomone 
Goat polyclonal anti-GPR50 1:75 Santa Cruz Biotechnology 
Alexa Fluor® 488 AffiniPure 
Donkey Anti-Goat IgG (H+L) 
1:200 Jackson Inmunoresearch 
Tabla III.6.- Anticuerpos utilizados en los ensayos de inmunofluorescencia del tejido 
 
2.4.3. Análisis de las imágenes mediante Image J 
Las secciones trasversales de los procesos ciliares fueron observadas y 
fotografiadas a través un microscopio confocal. Este microscopio está equipado con dos 
filtros: uno que permite poder observar los anticuerpos conjugados con FITC y Alexa 
Fluor488 (el filtro de fluorescencia BP 505-530) y otro que permite observar la 
fluorescencia roja de los núcleos de las muestras de tejido (el filtro de rodamina LP 560). 
El microscopio además tiene integrada una cámara digital de alta resolución, y todo ello 
estaba monitorizado a través del programa LSM 5 Pascal de Zeiss.   
La realización de las fotos y el fotomontaje de las secciones se realizaron 
utilizando el objetivo de 40x (PlanNeofluar 40x/1.30; Zeiss, Jena, Alemania). 
Todas las imágenes tomadas con el microscopio confocal fueron analizadas 
mediante el programa Image J, un software para el tratamiento de las imágenes. 
El software image J nos permite medir el nivel de intensidad del epitelio no 
pigmentado (ENP) del proceso ciliar. Para valorar la fluorescencia del ENP, se 
analizaron un total de 6 procesos para cada estadio. En cada imagen, se seleccionaba 
el proceso a estudiar y se analizaba la fluorescencia en el canal verde siguiendo la forma 
del proceso, obteniéndose unos valores de intensidad media. Después se procedía a 
realizar la media entre los 6 valores medios obtenidos y se calculaba el porcentaje de 
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fluorescencia del estadio normalizando respecto de la fluorescencia del ratón C57BL/6J 
de 3 meses de edad.  
 
2.5. ANÁLISIS ESTADÍSTICO DE LOS RESULTADOS 
Todos los datos presentados en esta memoria se representan como la media 
aritmética y el error estándar de la media (media ± s.e.m). Los gráficos y el análisis 
estadístico se realizaron con el programa GraphPad Prism 6.0 (GraphPad Software, 
Inc., EE. UU.). 
Se utilizaron diferentes técnicas de análisis en función de los grupos a analizar y 
del tipo de prueba realizada. Cuando las variables estudiadas cumplieron la normalidad 
(test de normalidad ómnibus de D’Agostino y Pearson) y la comparación se efectuó entre 
grupos independientes, se realizó el test estadístico de ANOVA de dos vías para 
muestras independientes con el post-test de Sidak usado para la corrección de la 
comparación múltiple.  
En el caso de los ensayos llevados a cabo para evaluar el efecto de la posición 
de Trendelenburg sobre la PIO, se utilizó el test estadístico de ANOVA de una vía para 
muestras pareadas para comparar los de valores PIO basales con los valores de PIO 
tras colocar al animal en la posición de Trendelenburg. Se realizó a su vez el post-test 
de Sidak para la corrección de la comparación múltiple. 
Por último, para los ensayos realizados en el control del incremento de PIO conforme 
avanzaba la patología en los ratones, se usó el test de ANOVA de dos vías para 
muestras pareadas para comparar los de valores PIO al final de la patología con los 
valores basales de los mismos. Se realizó a su vez el post-test de Sidak para la 
corrección de la comparación múltiple. 
En todos los experimentos con animales se realizó el cálculo del tamaño 
muestral. Para ello se utilizó el programa estadístico Granmo 6.0, asumiéndose un 
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riesgo alfa de 0.05, una potencia estadística del 80% y una relación entre grupos 1:1, 
obteniéndose un resultado de al menos 8 animales por grupo. 
Los niveles de significación establecidos han sido: p<0.001, diferencia 
extremadamente significativa (***); p<0.01, diferencia muy significativa (**); p<0.05, 
diferencia significativa (*). Los niveles superiores a 0.05 se han tomado como no 
significativos (ns). 
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IV. RESULTADOS 
1. EFECTO DE LOS AGONISTAS DE MELATONINA SOBRE LA PRESIÓN 
INTRAOCULAR EN DIFERENTES MODELOS ANIMALES 
Nuestros estudios se iniciaron en base a la experiencia previa de nuestro grupo 
de investigación, la cual había demostrado el efecto de bajada de PIO sobre conejos 
normotensos con la melatonina y análogos como la 6-Cl-melatonina, 2-I-melatonina, 2-
Phe-melatonina, y 5-MCA-NAT, además del precursor N-acetil-triptamina (Pintor et al., 
2003).  
Con intención de realizar nuevas pruebas en una condición similar al glaucoma, 
se encontró un método eficaz y económico de inducir una elevación en la PIO de manera 
transitoria. Para ello, se utilizó la denominada posición de Trendelenburg que, como se 
ha explicado anteriormente, consiste en colocar al animal en un ángulo de 80º con la 
cabeza hacia abajo, lo que provoca un estasis venoso, y por lo tanto una subida rápida 
de la PIO (Meyer, 1885).  
Debido a la transitoriedad del anterior método, se buscó también un animal más 
próximo filogenéticamente al humano, que desarrollara la patología espontáneamente, 
o que al menos pudiera ser inducido a través de cualquier método, pero con efecto 
permanente. 
El ratón DBA/ 2J es usado como uno de los modelos de glaucoma más comunes 
y ha proporcionado números hallazgos sobre la enfermedad. Es un modelo de glaucoma 
pigmentario espontáneo que conduce a una obstrucción del ángulo y una elevación de 
la PIO asincrónica debido a dos mutaciones que causan una atrofia estromal del iris 
(gen Tryp 1) y una dispersión pigmentaria (gen Gpnmb) (Anderson et al., 2002).  Esto, 
unido a las demás propiedades mencionadas en la introducción, hacen de este animal 
un modelo de experimentación valioso. 
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Con estos dos modelos de experimentación animal, se pretende corroborar la 
eficacia de los compuestos de melatonina para el tratamiento del glaucoma, así como 
caracterizar los receptores de melatonina presentes en cuerpo ciliar e iris de los ratones 
DBA/2J y sus controles naturales, los ratones C57BL/6J. 
 
1.1. EFECTO DE LOS AGONISTAS DE MELATONINA SOBRE LA PRESIÓN 
INTRAOCULAR EN CONEJOS NORMOTENSOS. 
Con el objetivo de corroborar el efecto de los análogos de melatonina sobre la 
PIO de conejos normotensos y probar un nuevo compuesto, la agomelatina, se 
realizaron nuevos experimentos.  
Dichos experimentos se realizaron con el tonómetro TonoVet. El efecto fue 
evaluado mediante ensayos de curso temporal (time-course) de la PIO, llevados a cabo 
en grupos de ocho conejos albinos normotensos de la raza Nueva Zelanda durante 6 
horas consecutivas. Debido a que la PIO basal puede fluctuar entre los distintos 
animales de forma natural, todos los datos fueron normalizados con respecto a los dos 
valores de PIO basales de los animales controles (Rango entre 8.15 y 9.42 mm Hg). 
Como se puede observar en la figura IV.1, la melatonina y sus análogos, 
disminuyeron de manera gradual la PIO, alcanzando el máximo a las 3 horas tras su 
instilación. El análogo de melatonina, 5-MCA-NAT fue el que consiguió una mayor 
reducción de la PIO, con un valor final de 48.7 ± 2.4 % respecto a los valores controles 
(p<0.001), seguido de la agomelatina cuyo valor fue de 79.2 ± 1.4 % (p<0.001) y de la 
melatonina con un valor de 81.4 ± 1.8 % (p<0.001). 
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Figura IV.1.- Efecto de la melatonina y sus análogos sobre la PIO a lo largo del tiempo en 
conejos albinos de la raza Nueva Zelanda. 
La gráfica representa la respuesta de la PIO de los animales, medida durante 6 horas, al ser 
instilados tópicamente todos con una dosis fija (40 µl 100 µM) en ambos ojos de A) melatonina, 
B) 5-MCA-NAT y C) agomelatina. Los valores de PIO (media ± s.e.m.) están normalizados 
respecto a los valores basales de los animales control. Los resultados corresponden a la media 
de 8 experimentos independientes. *p<0.05, **p<0.01 y ***p<0.001 respecto al tratamiento 
control. 
 
Dado que el nuevo análogo de melatonina, la agomelatina, tuvo un efecto 
hipotensor en la PIO a una concentración fija (100 µM), se quiso valorar si su efecto era 
dependiente de la concentración. Para ello, se estudió el efecto de la agomelatina sobre 
la PIO en un rango de concentraciones entre 1 pM y 0.1 mM, midiendo la PIO a las dos 
horas. 
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Como se puede observar en la figura IV.2, que muestra la curva concentración-
respuesta de agomelatina, se produce un descenso de la PIO dependiente de la 
concentración. El valor calculado de pD2 fue de 9.8 ± 0.5 (EC50 = 0.17 nM).  
 
Figura IV.2.- Curva dosis-respuesta de agomelatina sobre la presión intraocular. 
La agomelatina fue testada en un rango de concentraciones de entre 1 pM y 0.1 mM. Los datos 
se representan como el porcentaje de bajada de la PIO respecto a los valores basales. Los 
valores representan la media ± s.e.m. de 8 experimentos independientes. **p<0.01 y ***p<0.001 
respecto al tratamiento control. 
 
Teniendo en cuenta el perfil farmacológico observado en los ensayos con 
agomelatina y que ha sido propuesto como un potente agonista de los receptores de 
melatonina MT1 y MT2, se realizaron una serie de ensayos con antagonistas 
melatoninérgicos con el fin de discriminar qué receptores estaban implicados en el 
descenso de la PIO. Para ello se testaron los antagonistas luzindol (antagonista de 
melatonina no selectivo), 4PPDOT (antagonista MT2) y prazosin (antagonista MT3). 
Debido al efecto del prazosin sobre el receptor α1, se aplicó corinantina para probar el 
efecto de inhibición sólo en este receptor.  
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Figura IV.3.- Efecto de los antagonistas melatoninérgicos en la respuesta de agomelatina 
sobre la presión intraocular. 
La gráfica representa el efecto producido por los antagonistas melatoninérgicos (Luzindol, 
4PPDOTy prazosin) y el antagonista selectivo de α1 (Corinantina) (Todos testados a una 
concentración fija de 100 μM, 10μl) a la respuesta inducida por la agomelatina sobre la PIO. Los 
valores de presión intraocular (media ± s.e.m.) están normalizados respecto a los valores 
controles (animales instilados sólo con vehículo, solución salina). Todos los resultados 
corresponden a la media de 8 experimentos independientes. *p<0.05 y **p<0.01 respecto al 
tratamiento sólo con el agonista. 
 
Como se puede observar en la figura IV.3, el antagonista de melatonina no 
selectivo, luzindol, así como el antagonista selectivo α1, corinantina, no son capaces de 
revertir el efecto hipotensor de la agomelatina. Por el contrario, 4PPDOT y prazosin 
revierten parcialmente el efecto de bajada de PIO. Comparado con agomelatina sólo 
(79.2 ± 1.4 %), este compuesto redujo la PIO en presencia de 4PPDOT a un 85.6 ± 1.6 
% y con prazosin a un 87.2 ± 1.9 %, respectivamente.  
 
Teniendo en cuenta los resultados obtenidos con el compuesto agomelatina 
sobre la PIO, se realizó una comparación del compuesto frente a otros agentes 
hipotensores presentes en el mercado. Para ello, se usaron los compuestos Xalatan® 
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0.005% (Latanoprost), Trusopt® 2% (Dorzolamida), Timoftol® 0.5% (Timolol) y 
Alphagan® 2 mg/ml (Brimonidina), con un volumen fijo de 40 µl. 
Como puede observarse en la figura IV.4, los compuestos comerciales Xalatan 
y Timoftol, producen una bajada de PIO similar a agomelatina (76.6 ± 2.3 % y 75.9 ± 
3.1 %, respectivamente). Sin embargo, los compuestos Trusopt y Alphagan, si son 
capaces de reducir la PIO de manera más significativa que agomelatina (61.3 ± 2.8 % 
y 59.4 ± 3.5 %, respectivamente).  
 
Figura IV.4.- Efecto de algunos compuestos antiglaucomatosos comerciales en 
comparación con agomelatina sobre la presión intraocular. 
La gráfica representa el efecto producido por algunos compuestos antiglaucomatosos (Xalatan®, 
Trusopt®, Timoftol® y Alphagan®, 40μl) en comparación con la agomelatina sobre la PIO. Los 
valores de presión intraocular (media ± s.e.m.) están normalizados respecto a los valores 
controles (animales instilados sólo con vehículo, solución salina). Todos los resultados 
corresponden a la media de 8 experimentos independientes. ***p<0.001 respecto al tratamiento 
con agomelatina. 
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1.2. VALIDACIÓN DEL MÉTODO DE TRENDELENBURG COMO MODELO 
TRANSITORIO DE HIPERTENSIÓN.  
El siguiente objetivo fue evaluar si la melatonina y sus análogos disminuían más 
la PIO en un modelo de hipertensión. Para ello se empleó la técnica de Trendelenburg 
que, como se ha explicado anteriormente, consiste en colocar al conejo en un ángulo 
de 80º con la cabeza hacia abajo, lo que provoca un éstasis venoso, y por lo tanto una 
subida rápida de la PIO. 
Primero se comprobó que el método era adecuado para obtener un modelo 
transitorio de hipertensión, obteniendo unos valores de incremento de la PIO en torno al 
70% (172.5 ± 9.7, n=8). Dicho incremento se produce entre 3-5 minutos después de 
colocar al animal en dicha posición, como puede observarse en la figura IV.5. 
 
Figura IV.5.- Variación de la presión intraocular con el tiempo en posición de 
Trendelenburg. 
La gráfica representa el efecto producido por la posición de Trendelenburg sobre la PIO. Los 
valores de presión intraocular (media ± s.e.m.) están normalizados respecto a los valores iniciales 
(animal en posición horizontal). Los resultados corresponden a la media de 8 conejos 
independientes. 
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Seguidamente, se procedió a testar los mismos compuestos comerciales 
anteriormente usados (Xalatan®, Trusopt®, Timoftol® y Alphagan®, 40μl) para 
comprobar si se producía un aumento del poder hipotensor de los mismos.  
Se detallan en la tabla IV.1, los valores obtenidos en posición prona y en 
posición de Trendelenburg para los compuestos comerciales. Puede observarse como 
para todos los compuestos menos para Alphagan®, se produce una bajada de PIO 
dos veces mayor que en posición prona. 
Tabla IV.1. Variación de la PIO en posición prona y Trendelenburg con varios compuestos 
comerciales. 
Los valores de PIO (media ± s.e.m.) están normalizados respecto a los valores basales de los 
animales control y representados como el porcentaje de variación de la PIO respecto a los 
mismos. Los resultados corresponden a la media de 8 experimentos independientes. 
 
1.3. EFECTO DE LOS AGONISTAS DE MELATONINA SOBRE LA PRESIÓN 
INTRAOCULAR EN CONEJOS EN CONDICIONES HIPERTENSAS.  
Una vez comprobado que el método para simular una condición de hipertensión 
transitoria funcionaba correctamente, se procedió a comprobar cuál era la bajada de 
PIO de la melatonina y sus análogos en dicha condición. Tal y como se muestra en la 
figura IV.6, la bajada de PIO aumentó en los tres compuestos en condiciones de 
hipertensión. El compuesto que disminuyó más la PIO fue el 5-MCA-NAT con una 
reducción de un 70.8 ± 9.9 % frente al 51.7 ± 3.7 % en posición horizontal. El siguiente 
Δ PIO Posición Prona  Posición Trendelenburg 
 MEDIA ± SEM MEDIA ± SEM 
Control 0.0 ± 4.8 % 0.0 ± 5.0 % 
Xalatan® 30.1 ± 4.2 % 74.2 ± 6.6 % 
Trusopt® 35.0 ± 4.3 % 74.1 ± 8.8 % 
Timoftol® 28.9 ± 4.6 % 69.9 ± 6.6 % 
Alphagan® 41.3 ± 3.8 % 42.2 ± 8.6 % 
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compuesto fue la agomelatina con una bajada del 47.5 ± 12.8 % frente al 23.5 ± 3.2 %. 
Por último, está la melatonina que ofrece valores similares en ambas posiciones (22.5 
± 9.9 % frente al 19.0 ± 2.2 %). 
 
  
Figura IV.6 Efecto máximo de los análogos de melatonina en posición horizontal y en 
posición de Trendelenburg. 
La gráfica representa los valores de reducción máximos de PIO de los animales, al ser instilados 
tópicamente en ambos ojos con una dosis fija (40 µl 100 µM) de melatonina, 5-MCA-NAT y 
agomelatina. Los valores de PIO (media ± s.e.m.) están normalizados respecto a los valores 
basales de los animales control y representados como el porcentaje de variación de la PIO 
respecto a los mismos. Los resultados corresponden a la media de 8 experimentos 
independientes. 
 
1.4. EFECTO DE LOS AGONISTAS DE MELATONINA SOBRE LA PRESIÓN 
INTRAOCULAR EN RATONES C57BL/6J Y DBA/2J.  
El siguiente objetivo de la tesis fue testar los compuestos melatoninérgicos en 
un modelo animal de glaucoma. Se seleccionó el ratón DBA/2J como modelo animal de 
glaucoma y se realizó un seguimiento a lo largo del tiempo para comprobar la evolución 
de la patología en el animal, así como en el ratón control, el C57BL/6J. 
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La figura IV.7 muestra la evolución temporal de la PIO de ambos ratones durante 
1 año. En ella se puede apreciar como el ratón DBA/2J mantiene su PIO estable hasta 
los 6 meses de edad y después experimenta un incremento hasta alcanzar un 155.4 ± 
7.3 % a los 12 meses de edad. 
 
Figura IV.7 Evolución temporal de la PIO en ratones C57BL/6J y DBA/2J. 
La gráfica representa la respuesta de la PIO de los animales, medida durante 12 meses, al ser 
instilados tópicamente con una dosis fija de solución salina (2 µl 100 µM) en ambos ojos. La 
diferencia entre ambas cepas se detecta a los 9 meses de edad (***p<0.001). 
 
Una vez comprobada la subida de PIO de los animales DBA/2J, se procedió a 
evaluar el efecto de la melatonina y sus análogos sobre la PIO de los ratones C57BL/6J 
y DBA/2J. El análisis se hizo entre los 10 y 12 meses de edad, para observar el 
comportamiento en animales glaucomatosos. 
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Figura IV.8 Efecto de la melatonina y sus análogos sobre la PIO a lo largo del tiempo en 
ratones C57BL/6J y DBA/2J. 
La gráfica representa la respuesta de la PIO de los animales, medida durante 6 horas, al ser 
instilados tópicamente todos con una dosis fija (2 µl 100 µM) en ambos ojos de A) melatonina, 
B) 5-MCA-NAT y C) agomelatina. Los valores de PIO (media ± s.e.m.) están normalizados 
respecto a los valores basales de los animales control. Los resultados corresponden a la media 
de 8 experimentos independientes. *p<0.05, **p<0.01 y ***p<0.001 respecto al tratamiento 
control. 
 
En la figura IV.8, se puede observar que la melatonina y sus análogos, 
disminuyeron la PIO de manera gradual, alcanzando el máximo entre las 3 y 4 horas 
tras su instilación dependiendo de la cepa animal y el compuesto usado. La melatonina 
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redujo la PIO en un 19.4 ± 3.7 % y en un 32.6 ± 6.0 % en el ratón C57BL/6J y DBA/2J 
respectivamente, con el máximo de efecto a las 4 horas en el DBA/2J y a las 3 horas en 
el ratón C57BL/6J, como puede verse en la figura IV.8A. 
De manera análoga, en la figura IV.8B puede verse que el 5-MCA-NAT es capaz 
de reducir la PIO en un 20.7 ± 2.8 % y 29.3 ± 4.3 % en el C57BL/6J y DBA/2J 
respectivamente, con el máximo de efecto a las 3 horas en ambos ratones. 
En el caso de la agomelatina, la reducción de PIO fue del 16.8 ± 3.0 % y del 29.4 
± 4.9 % en el C57BL/6J y DBA/2J respectivamente, con el máximo de efecto también a 
las 3 horas en ambos ratones (Figura IV.8C). 
Dado los resultados obtenidos con melatonina y sus análogos, que demuestran 
una mayor bajada de PIO en ratones hipertensos, se procedió a realizar una 
caracterización farmacológica completa de la melatonina y su análogo, el 5-MCA-NAT. 
Se decide descartar la agomelatina del estudio dado su efecto moderado en la 
PIO y debido a no contar con un número suficiente de ratones para desarrollar una 
caracterización completa. 
   Se quiso valorar si el efecto de bajada de PIO para la melatonina y el 5-MCA-
NAT era dependiente de la concentración en estas cepas de ratón. Para ello, se estudió 
el efecto de la melatonina y del 5-MCA-NAT sobre la PIO en un rango de 
concentraciones entre 10 nM y 0.3 mM, y entre 10 nM y 1 mM respectivamente. 
Como se puede observar en la figura IV.9A, que muestra la curva concentración-
respuesta de melatonina, se produce un descenso de la PIO dependiente de la 
concentración para ambas cepas. El valor calculado de pD2 fue de 4.3 ± 0.3 y 4.5 ± 0.1 
para C57BL/6J y DBA/2J respectivamente, lo que equivale a un EC50 de 50 µM y 34 µM. 
De la misma forma se puede comprobar que el 5-MCA-NAT también muestra 
una curva concentración-respuesta con un descenso de la PIO dependiente de la 
concentración para ambas cepas (Figura IV.9B). El valor calculado de pD2 fue de 5.0 ± 
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0.4 y 5.2 ± 0.2 para C57BL/6J y DBA/2J respectivamente, lo que equivale a un EC50 de 
11 µM y 7 µM. 
 
 
Figura IV.9.- Curva dosis-respuesta de melatonina y 5-MCA-NAT sobre la presión 
intraocular. 
Los compuestos fueron testados en diferentes rangos de concentraciones, estando la melatonina 
entre 10 nM y 0.3 mM (A) y el 5-MCA-NAT entre 10 nM y 1 mM (B). Los datos se representan 
como el porcentaje de bajada de la PIO respecto a los valores basales de cada cepa. Los valores 
representan la media ± s.e.m. de 8 experimentos independientes. *p<0.05 y **p<0.01 respecto 
al tratamiento control. 
 
Con la intención de ver si existen diferencias en el antagonismo de los receptores 
de melatonina en los dos tipos de animales, se probaron diferentes antagonistas a una 
concentración fija de 100 µM, como se indicó en métodos. 
En el caso de la melatonina, tanto luzindol como 4PPDOT fueron capaces de 
revertir el efecto hipotensor en los ratones DBA/2J, mientras que prazosin no pudo. En 
el ratón C57BL/6J, todos los antagonistas pudieron revertir el efecto (Figura IV.10A). 
En cuanto al 5-MCA-NAT y tal y como se muestra en la figura IV.10B, el único 
antagonista que pudo revertir el efecto en los ratones DBA/2J fue el 4PPDOT. En el 
ratón C57BL/6J, todos los antagonistas pudieron bloquear el efecto del 5-MCA-NAT. 
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Figura IV.10.- Efecto de los antagonistas melatoninérgicos en la respuesta de melatonina 
y 5-MCA-NAT sobre la presión intraocular. 
La gráfica representa el efecto producido por los antagonistas melatoninérgicos (Luzindol, 
4PPDOT y prazosin, todos testados a una concentración fija de 100 μM, 2μl) a la respuesta 
inducida por la melatonina (A) en C57 y DBA (gráfica izquierda y derecha) y por 5-MCA-NAT (B) 
sobre la PIO. Los valores de presión intraocular (media ± s.e.m.) están normalizados respecto a 
los valores controles (animales instilados sólo con vehículo, solución salina). Todos los 
resultados corresponden a la media de 8 experimentos independientes. *p<0.05, **p<0.01 y 
***p<0.001 respecto al tratamiento sólo con el agonista. 
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1.5. EFECTO DEL 5-MCA-NAT COMO TRATAMIENTO A LARGO PLAZO SOBRE 
LOS RATONES C57BL/6J Y DBA/2J.  
Teniendo en cuenta el efecto hipotensor encontrado en el compuesto 5-MCA-
NAT sobre los ratones C57BL/6J Y DBA/2J, se planteó una rutina de tratamiento 
continuado para evaluar el posible efecto terapéutico del mismo. Para ello, y tal como 
se recoge en métodos, se realizaron tres aplicaciones semanales de forma bilateral (2 
µl, 100 µM) desde los 6 a los 9 meses de edad de los ratones.   
Tal y como puede verse en la figura IV.11, se produce un aumento de la PIO en 
los ratones DBA a partir de los 6 meses de edad. En los ratones glaucomatosos 
DBA/2J se produce un cambio de tendencia en el incremento de PIO a partir de las 5 
semanas de tratamiento, que es estadísticamente significativo a partir de la semana 11 
de tratamiento (135 ± 3% frente a 121 ± 3%). Por el contrario, en los ratones C57BL/6J 
tratados con 5-MCA-NAT no existe ninguna variación respecto de los controles.  
 
Figura IV.11.- Efecto del tratamiento continuado con 5-MCA-NAT sobre la presión 
intraocular en ratones C57BL/6J y DBA/2J. 
La gráfica representa el efecto producido por el tratamiento continuado de 5-MCA-NAT aplicado 
3 veces por semana durante 12 semanas a una concentración fija de 100 μM, 2μl. Los valores 
de presión intraocular (media ± s.e.m.) están normalizados respecto los valores medios 
encontrados entre los 5 y 6 meses de edad de cada cepa. Todos los resultados corresponden a 
la media de 20 animales independientes para cada condición. *p<0.05 y **p<0.01 respecto al 
tratamiento con solución salina.   
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2. EXPRESIÓN TEMPORAL DE LOS TRANSCRITOS DE LOS RECEPTORES DE 
MELATONINA EN LOS PROCESOS CILIARES DE RATONES C57BL/6J Y DBA/2J. 
El siguiente objetivo de la tesis fue comprobar los cambios que se producen con 
la evolución de la patología en los receptores de melatonina.  
Para ello se procedió a evaluar la presencia de los receptores de melatonina 
MT1, MT2 y GPR50 en los procesos ciliares de ratones control versus glaucomatosos.  
En primer lugar, se llevaron a cabo ensayos de PCR a tiempo final con una 
muestra de ADNc obtenido a partir de la retrotranscripción del ARN total extraído de los 
procesos ciliares de ratones adultos C57BL/6J. Como puede observarse en la figura 
IV.12, se detectaron las 3 bandas específicas correspondientes a los productos de 
amplificación de los transcritos de los receptores propuestos (GPR50, MT1 y MT2), 
demostrando así que dichos receptores se expresaban en los procesos ciliares de los 
ratones control. 
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Figura IV.12. Expresión de receptores de melatonina en los procesos ciliares de ratones 
C57BL/6J.  
La figura muestra los resultados de la prueba de PCR a tiempo final para los receptores GPR50, 
MT1 y MT2. Los pesos moleculares de las bandas se situaron próximos a los 100 pares de bases 
(pb) y fueron amplificados a partir del ADNc obtenido a partir de la retrotranscripción del ARN 
total extraído de los procesos ciliares de ratón adulto C57BL/6J. No se detectaron productos de 
amplificación en los ensayos paralelos realizados sin ADN molde (H2O). M: patrón ADN 1 Kb 
(10000 - 250 pb); m: patrón ADN 100 bp (1000 – 100 pb). 
 
A continuación, se realizaron experimentos análogos en ratones glaucomatosos 
DBA/2J, demostrando que los transcritos correspondientes a los receptores MT1, MT2 y 
GPR50 también se expresaban en los procesos ciliares de dichos animales. Para 
comprobar si los niveles de expresión de los receptores de melatonina variaban entre 
los animales controles y los glaucomatosos, analizamos la expresión temporal de los 
receptores MT1, MT2 y GPR50 en los procesos ciliares de ratones C57BL/6J y DBA/2J 
en diferentes edades, tanto por PCR cuantitativa como por técnicas de 
inmunohistoquímica. 
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2.1. EL RECEPTOR MT1 
Los resultados obtenidos en los estudios de PCR cuantitativa mostraron que la 
expresión de MT1 en los procesos ciliares permanece invariable en los estadios de 3, 6, 
9 y 12 meses de edad de los ratones control (C57BL/6J) (Figura IV.13). Sin embargo, 
pudimos observar que la expresión de MT1 en los ratones DBA/2J de 3 meses de edad 
era 2.2 veces superior a la observada en los animales control de la misma edad. 
Además, dicha expresión fue disminuyendo con la edad del animal y la progresión de la 
patología, alcanzándose los niveles mínimos a los 12 meses de edad, donde la 
expresión de MT1 fue similar a la observada en los animales control (1.7 veces inferior 
a la existente en los ratones de DBA/2J de 3 meses de edad). 
 
 
Figura IV.13.- Patrón temporal de los niveles de ARNm de MT1 en los procesos ciliares del 
ratón C57BL/6J frente al DBA/2J.  
El ARN total de los procesos ciliares tanto del control (C57BL/6J) como del glaucomatoso 
(DBA/2J) a los 3,6, 9 y 12 meses de edad fue extraído, cuantificado y retrotranscrito como se 
describe en métodos. El receptor GAPDH fue usado como control endógeno. Los resultados 
corresponden a la media de 24 animales de cada cepa. **p<0.01 respecto a los 3 meses de edad 
de la propia cepa. ##p<0.01 y ###p<0.001 respecto a la cepa control (C57BL/6J). 
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2.2. EL RECEPTOR MT2 
El patrón de expresión del receptor MT2 en los procesos ciliares fue muy similar 
al observado para el receptor de melatonina MT1. Como se observa en la figura IV.14, 
los niveles de transcrito del receptor MT2 permanecieron constantes en los animales 
control C57BL/6J a lo largo de la edad. En los animales glaucomatosos de 3 meses de 
edad, la expresión de MT2 fue 8.9 veces superior a la observada en los ratones control, 
sufriendo un descenso muy significativo con la edad de los animales y el avance de la 
patología hasta alcanzar el mínimo a los 12 meses de edad, donde la expresión de MT2 
fue comparable a la observada en los ratones C57BL/6J (casi 10 veces inferior que el 
observado en los ratones de DBA/2J de 3 meses de edad). 
 
 
Figura IV.14.- Patrón temporal de los niveles de ARNm de MT2 en los procesos ciliares del 
ratón C57BL/6J frente al DBA/2J.  
El ARN total de los procesos ciliares tanto del control (C57BL/6J) como del glaucomatoso 
(DBA/2J) a los 3,6, 9 y 12 meses de edad fue extraído, cuantificado y retrotranscrito como se 
describe en métodos. El receptor GAPDH fue usado como control endógeno. Los resultados 
corresponden a la media de 24 animales de cada cepa. ***p<0.001 respecto a los 3 meses de 
edad de la propia cepa. #p<0.05 y ###p<0.001 respecto a la cepa control (C57BL/6J). 
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2.3. EL RECEPTOR GPR50 
De forma análoga, se compararon los niveles de expresión de GPR50 en los 
procesos ciliares de ratones control y glaucomatosos. En los ratones C57BL/6J, la 
expresión de GPR50 permaneció invariable durante toda la vida adulta de los animales 
(Figura IV.15). Por el contrario, la expresión de GPR50 a los 3 meses de edad en el 
ratón DBA/2J fue 4 veces superior a la de los ratones control, para ir descendiendo 
posteriormente con la edad y el avance de la patología hasta alcanzar los niveles de los 
animales control, siendo el mínimo de expresión a los 12 meses de edad (2.5 veces 
inferior al observado en los ratones de DBA/2J de 3 meses de edad). 
 
 
Figura IV.15.- Patrón temporal de los niveles de ARNm de GPR50 en los procesos ciliares 
del ratón C57BL/6J frente al DBA/2J.  
El ARN total de los procesos ciliares tanto del control (C57BL/6J) como del glaucomatoso 
(DBA/2J) a los 3,6, 9 y 12 meses de edad fue extraído, cuantificado y retrotranscrito como se 
describe en métodos. El receptor GAPDH fue usado como control endógeno. Los resultados 
corresponden a la media de 24 animales de cada cepa. **p<0.01 y ***p<0.001 respecto a los 3 
meses de edad de la propia cepa. #p<0.05, ##p<0.01 y ###p<0.001 respecto a la cepa control 
(C57BL/6J). 
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3. ESTUDIOS DE INMUNOLOCALIZACIÓN DE RECEPTORES DE MELATONINA EN 
RATONES C57BL/6J Y DBA/2J. 
 
3.1. EL RECEPTOR MT1 
Los estudios inmunohistoquímicos confirmaron la presencia del receptor MT1 en 
el epitelio no pigmentado de los procesos ciliares tanto, en los ratones C57BL/6J como 
en los DBA/2J. La fluorescencia fue más intensa en los animales DBA/2J a los 3 meses 
de edad comparado con los 12 meses de edad y con el ratón control tanto de 3 como 
de 12 meses (Figura IV.16A). Al realizar una cuantificación de la fluorescencia se pudo 
comprobar como la intensidad de marcaje en los procesos ciliares de los animales 
DBA/2J fue más de tres veces superior a la observada en los ratones C57BL/6J (346.3 
± 19.0 frente al 100.0 ± 1.7, Figura IV.16B). Estos resultados coinciden con el descenso 
detectado en los estudios de PCR cuantitativa.  
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Figura IV.16A.- Distribución celular del receptor MT1 en procesos ciliares del ratón 
C57BL/6J (columnas izquierdas, 3 y 12 meses) frente al DBA/2J (derechas, 3 y 12 meses). 
La figura muestra las imágenes de inmunofluorescencia de los procesos ciliares de ambos 
ratones en diferentes etapas de edad marcados con anticuerpos frente al receptor MT1 (verde). 
Los núcleos fueron marcados con ioduro de propidio (rojo). Las imágenes de contraste de fase 
y confocales muestran que el inmunomarcaje del MT1 está principalmente localizado en el epitelio 
no pigmentado de los procesos ciliares, estando aumentado en DBA/2J frente al C57BL/6J a los 
3 meses de edad. Barra de escala 20 µm. 
  
113 
 RESULTADOS 
 
Figura IV.16B.- Cuantificación de la fluorescencia del receptor MT1 en procesos ciliares 
del ratón C57BL/6J frente al DBA/2J.  
La figura muestra la cuantificación relativa de la fluorescencia de los procesos ciliares de ambos 
ratones en diferentes etapas de edad. ***p<0.001 respecto a los 3 meses de edad del ratón 
C57BL/6J. 
 
3.2. EL RECEPTOR MT2 
Los estudios inmunohistoquímicos también han confirmado la presencia del 
receptor MT2 en el epitelio no pigmentado del cuerpo ciliar de ambas cepas de ratones. 
Es más, como se pudo observar al analizar la expresión del transcrito correspondiente 
(Figura IV.17A), la expresión del receptor MT2 fue significativamente mayor en los 
animales DBA/2J de tres meses comparados con ratones de mayor edad y, a su vez, 
comparados con los animales C57BL/6J de 3 y 12 meses de edad. Al realizar una 
cuantificación de la fluorescencia se pudo comprobar cómo la intensidad de marcaje 
observada en los procesos ciliares de los ratones DBA/2J fue casi dos veces superior a 
la de los animales control C57BL/6J (175.5 ± 21.2 frente al 100.0 ± 8.1, Figura IV.17B).  
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Figura IV.17A.- Distribución celular del receptor MT2 en procesos ciliares del ratón 
C57BL/6J (columnas izquierdas, 3 y 12 meses) frente al DBA/2J (derechas, 3 y 12 meses).  
La figura muestra las imágenes de inmunofluorescencia de los procesos ciliares de ambos 
ratones en diferentes etapas de edad marcados con anticuerpos frente al receptor MT2 (verde). 
Los núcleos fueron marcados con ioduro de propidio (rojo). Las imágenes de contraste de fase 
y confocales muestran que el inmunomarcaje del MT2 está principalmente localizado en el epitelio 
no pigmentado de los procesos ciliares, estando especialmente aumentado en DBA/2J frente al 
C57BL/6J a los 3 meses de edad. Barra de escala 20 µm. 
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Figura IV.17B.- Cuantificación de la fluorescencia del receptor MT2 en procesos ciliares 
del ratón C57BL/6J frente al DBA/2J.  
La figura muestra la cuantificación relativa de la fluorescencia de los procesos ciliares de ambos 
ratones en diferentes etapas de edad. ***p<0.001 respecto a los 3 meses de edad del ratón 
C57BL/6J. 
 
3.3. EL RECEPTOR GPR50 
Los estudios de inmunohistoquímica también revelaron que el receptor GPR50 
se encuentra ampliamente distribuido por todo el epitelio no pigmentado de los procesos 
ciliares del ojo de ambos ratones. Coincidiendo con lo observado en los estudios de 
qPCR, la expresión del receptor GPR50 también fue superior en los animales DBA/2J 
de 3 meses de edad, comparado con los de 12 meses de edad y comparados también 
con los ratones C57BL/6J de 3 y 12 meses de edad (Figura IV.18A). Al realizar una 
cuantificación de la fluorescencia se pudo comprobar como la intensidad de marcaje en 
los procesos ciliares de los animales DBA/2J es más de dos veces superior a la 
observada en los ratones C57BL/6J (224.8 ± 23.8 frente al 100.0 ± 13.1, Figura IV.18B).  
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Figura IV.18A.- Distribución celular del receptor GPR50 en procesos ciliares del ratón 
C57BL/6J (columnas izquierdas, 3 y 12 meses) frente al DBA/2J (derechas, 3 y 12 meses). 
La figura muestra las imágenes de inmunofluorescencia de los procesos ciliares de ambos 
ratones en diferentes etapas de edad marcados con anticuerpos frente al receptor GPR50 
(verde). Los núcleos fueron marcados con ioduro de propidio (rojo). Las imágenes de contraste 
de fase y confocales muestran que el inmunomarcaje del GPR50 está principalmente localizado 
en el epitelio no pigmentado de los procesos ciliares, estando aumentado en DBA/2J frente al 
C57BL/6J a los 3 meses de edad. Barra de escala 20 µm. 
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Figura IV.18B.- Cuantificación de la fluorescencia del receptor GPR50 en procesos ciliares 
del ratón C57BL/6J frente al DBA/2J.  
La figura muestra la cuantificación relativa de la fluorescencia de los procesos ciliares de ambos 
ratones en diferentes etapas de edad. ***p<0.001 respecto a los 3 meses de edad del ratón 
C57BL/6J. 
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V. DISCUSIÓN 
El principal objetivo de la presente tesis ha sido profundizar en el conocimiento 
y la caracterización de los receptores de melatonina en la hipertensión ocular. En ella, 
se describe el efecto sobre la PIO de la melatonina y sus análogos, 5-MCA-NAT y 
agomelatina en diferentes modelos animales, así como los receptores implicados en la 
bajada de la PIO.  
La melatonina y sus análogos se han identificado como moléculas activas 
capaces de reducir la PIO en diferentes modelos animales al activar receptores de 
melatonina (Pintor et al., 2003, Serle et al., 2004, Alarma-Estrany et al., 2011, Martinez-
Aguila et al., 2013, Martinez-Aguila et al., 2016).  
Los resultados obtenidos en los conejos albinos de la raza Nueva Zelanda han 
demostrado como los tres compuestos melatoninérgicos estudiados en esta tesis, son 
capaces de reducir la PIO en condiciones normotensas e hipertensas. 
En el caso de la agomelatina en este modelo animal, su acción está mediada a 
través de los receptores de melatonina MT2 y MT3, siendo los antagonistas probados 
incapaces de revertir por completo el efecto de agomelatina.  
Como se ha explicado anteriormente, la agomelatina es un derivado de la 
melatonina, el cual es empleado actualmente para el tratamiento de la depresión (De 
Berardis et al., 2011) con el nombre comercial de Valdoxan®, Melitor® y Thymanax®, 
que tiene una alta afinidad por los receptores MT1 y MT2 (Conway et al., 2000) y a la vez 
es un antagonista no selectivo del receptor de serotonina 5-HT2C (Millan et al., 2003). 
En base a nuestros resultados, su efecto fue antagonizado parcialmente por el 
antagonista del receptor MT2 4PPDOT y también fue bloqueado parcialmente por el 
antagonista del receptor MT3, prazosin (Pintor et al., 2003). Dado que el antagonista 
prazosin también bloquea el receptor adrenérgico α1, se comprobó que dicho efecto no 
estaba mediado a través de dicho receptor dado que el antagonista selectivo de este 
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receptor, corinantina, no afecta significativamente al efecto hipotensor de la 
agomelatina. 
Cuando se compara la agomelatina con otros análogos de melatonina en su 
habilidad de reducir la PIO en conejos albinos de la raza Nueva Zelanda en condiciones 
normotensas, se demuestra que es más potente que otros mencionados en la literatura 
científica (Alarma-Estrany et al., 2011). 
Si comparamos la agomelatina con la melatonina y el 5-MCA-NAT, se observa 
que la primera es algo mejor que la melatonina y significativamente mejor que 5-MCA-
NAT en términos de EC50. Por el contrario, agomelatina reduce la PIO menos que el 5-
MCA-NAT dado que este último disminuye la PIO casi un 60%, mientras que la 
agomelatina sólo un 20% (Crooke et al., 2012).  
Bajo las condiciones hipertensas el 5-MCA-NAT fue el mejor compuesto 
reduciendo la PIO (71%) y la agomelatina fue más efectiva (47%) que melatonina (23%). 
La explicación de esta diferencia no es obvia. Considerando los perfiles 
farmacológicos de los análogos de melatonina probados, la melatonina no es tan activa 
sobre el receptor MT3 como 5-MCA-NAT y agomelatina (Pintor et al., 2003). El 
incremento de actividad de la agomelatina y el 5-MCA-NAT, comparado con la 
melatonina, bajo condiciones hipertensas, podría ser debido a un incremento de 
actividad del receptor de melatonina MT3 debido al aumento de presión. La modulación 
de la actividad de un receptor por presión hidrostática ha sido descrita para la 
acetilcolina (Heinemann et al., 1987) y los receptores de interleukina-1 (Seefeldt et al., 
2007) como una acción directa de una presión elevada. De la misma forma, se ha 
demostrado el efecto de la presión elevada para regular la actividad de proteínas G 
(Siebenaller, 2003). Son necesarios más experimentos para verificar si la presión puede 
modificar la afinidad del receptor MT3 sobre agentes melatoninérgicos. 
Cuando se compara la agomelatina con compuestos comerciales, se comprueba 
que es tan efectiva como muchos de ellos. Está claro que es necesario encontrar la 
concentración óptima y el mejor vehículo para su administración, tal y como ha ocurrido 
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para otros análogos (Andres-Guerrero et al., 2011). Sin embargo, y con estas 
limitaciones, el efecto de este análogo de la melatonina fue comparable con latanoprost 
y brimonidina (agonista del receptor de prostaglandinas y adrenérgicos α2, 
respectivamente) en un modelo normotenso. Sólo el inhibidor de anhidrasas carbónicas 
dorzolamida y el betabloqueante timolol, fueron mejores que agomelatina reduciendo la 
PIO en nuestro modelo animal normotenso. 
Cuando los experimentos fueron realizados bajo condiciones hipertensas, la 
posición de Trendelenburg produjo un aumento de la PIO que fue máximo a los 5 
minutos tras la colocación en dicha posición, alcanzando los 172.5 ± 9.7% comparados 
con el mismo conejo en posición horizontal. Un punto importante que destacar es que 
la agomelatina es más efectiva reduciendo la PIO en condiciones hipertensas, que en 
condiciones normotensas. Mientras que en animales colocados en posición prona es 
capaz de recudir la PIO casi un 20%, en la posición de Trendelenburg produce un 
descenso del 47%. Esto es reseñable dado que indica que la eficacia de este análogo 
de la melatonina mejora su eficacia baja condiciones hipertensas. El mismo 
comportamiento se ha observado para los compuestos comerciales dorzolamida y 
timolol cuando se aplican en ambas condiciones. En este sentido, la dorzolamida y el 
timolol fueron mejores reduciendo la PIO en condiciones hipertensas que bajo 
condiciones normotensas (ver Tabla IV.1).  
 
Caracterización farmacológica de la melatonina y el 5-MCA-NAT en un 
modelo murino de glaucoma. 
Al realizar los experimentos sobre dichos ratones se comprobó que tanto la 
melatonina como sus análogos el 5-MCA-NAT y la agomelatina fueron capaces de 
reducir la PIO tanto en ratones glaucomatosos como en modelos murinos no 
glaucomatosos. El resultado presentado en la presente Tesis indica que los 3 
compuestos pueden reducir significativamente la PIO en los ratones DBA/2J cuando los 
animales son tratados con estos compuestos en el momento en el que su PIO es más 
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alta. Un efecto similar puede observarse en los ratones control C57BL/6J, aunque en 
este modelo no haya un incremento de PIO con el avance de la edad, como ocurre con 
el modelo glaucomatoso. Cabe destacar que el efecto hipotensor de la melatonina es 
más profundo en el modelo glaucomatoso que en el control (19% frente a 33%), y este 
efecto también está presente cuando se usa tanto 5-MCA-NAT (20% frente 29%), como 
agomelatina (17% frente a 29%) (Figura IV.8).  
Al realizar una caracterización farmacológica de la melatonina y el 5-MCA-NAT 
se hace especialmente evidente las diferencias entre ambos tipos de ratones en las 
curvas de dosis respuesta. La reducción en el ratón glaucomatoso es más marcada que 
en aquella obtenida en los animales control. Hay un punto interesante que requiere 
algunas consideraciones. Cuando se estudian las curvas de dosis respuesta para la 
melatonina y el 5-MCA-NAT en los animales DBA/2J, no es posible alcanzar los valores 
de PIO basal que estos animales tenían antes del comienzo de la patología, ni los 
valores que presentan a los 12 meses de edad en el modelo normotenso (C57BL/6J). 
Esto indica que las dosis máximas aplicadas, aunque reducen la PIO, no son suficientes 
para retornar la PIO a valores de antes del comienzo de la patología. Este hecho puede 
sugerir que, aunque los mecanismos para reducir la PIO existen (Pintor et al., 2001, 
Ismail and Mowafi, 2009, Martinez-Aguila et al., 2013), como pasa en otros modelos, el 
sistema no puede devolver a las condiciones de presión que existían antes del comienzo 
de la patología. No está claro por qué la PIO no alcanza valores más bajos, pero, de 
hecho, se ha demostrado que, en condiciones glaucomatosas, a parte del daño retiniano 
causado, dicho daño puede afectar a las estructuras que producen y drenan el humor 
acuoso (cuerpo ciliar y malla trabecular). Los factores ambientales como la hipoxia o un 
incremento agudo de la presión hidrostática conducen a unos procesos inflamatorios y 
alteraciones en señales apoptóticas que crean una cascada de muerte celular en 
estructuras de la cámara anterior (Zhou et al., 2005). Otro punto a tener en cuenta es 
que el modelo glaucomatoso DBA/2J se basa en una despigmentación del iris que 
bloquea la salida del humor acuoso. Este hecho implica que, aunque se frene la 
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producción del humor acuoso con los compuestos melatoninérgicos, no es posible 
aumentar el drenaje debido a ese bloqueo. Esto hace que sea más difícil alcanzar 
valores de PIO muy bajos, o similares a los que presentaban antes del inicio de la 
patología. Éstas pueden ser las razones por las que en un estado tan avanzado de la 
patología glaucomatosa la melatonina y sus análogos sean incapaces de devolver 
completamente a valores iniciales la PIO. Como se ha indicado, todos los experimentos 
fueron llevados a cabo en el pico de presión entre los 10 y 12 meses de edad, aunque 
los cambios en PIO son detectables a los 9 meses de edad (Perez de Lara et al., 2014). 
Con respecto a la farmacología y según el perfil de los antagonistas de la 
melatonina, algunos comentarios pueden ser pertinentes, pero es necesario tener en 
cuenta que los antagonistas han sido probados en una sola dosis y, por lo tanto, se 
podría encontrar algunos cambios si se hiciera una caracterización completa con los 
mismos. Nuestra experiencia en otras especies (conejo) ha demostrado que no 
observamos cambios en los receptores implicados en las acciones de melatonina y 5-
MCA-NAT cuando se usan dosis únicas de antagonistas o cuando se caracterizaron 
usando valores pA2 (Pintor et al., 2003). Sin embargo, se necesita una caracterización 
completa y trabajar más en este respecto. Con respecto al perfil observado usando 
concentraciones únicas de antagonistas de receptores de melatonina, parece que los 
efectos de los antagonistas probados luzindol (no selectivo), 4-PPDOT (MT2) y prazosin 
(MT3), muestran que el bloqueo de las acciones de melatonina y 5-MCA-NAT no son 
idénticas en ambas cepas de ratones. De acuerdo con los resultados actuales, sólo en 
el ratón glaucomatoso DBA/2J fue posible observar algunas diferencias. El efecto de la 
melatonina fue revertido por cualquiera de los antagonistas probados en el C57BL/6J y 
sólo el prazosin no pudo revertir por completo el efecto de la melatonina en el DBA/2J. 
Esto sugiere que, en este modelo, la presencia de un supuesto receptor de MT3 es 
improbable. Por otro lado, fue posible ver más diferencias en el efecto de 5-MCA-NAT 
en los dos modelos en estudio. Mientras que en el C57BL/6J todos los antagonistas de 
receptores de melatonina probados revirtieron el efecto de 5-MCA-NAT, en el DBA/2J 
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sólo ligeramente luzindol y particularmente el antagonista de MT2, 4-PPDOT pudieron 
revertirlo. 5-MCA-NAT se ha reivindicado como un agonista del putativo receptor de 
melatonina MT3 (Molinari et al., 1996) (Pintor et al., 2001) (Serle et al., 2004). Los 
resultados actuales indican que esta sustancia actúa también sobre los receptores MT2. 
No es la primera vez que se informa que esta acción se produce a través de los 
receptores MT2 de melatonina. De hecho, se ha sugerido que este compuesto pueda 
actuar a través de receptores MT2 en algunos modelos y, por lo tanto, no deba 
considerarse tan selectivo (Vincent et al., 2010). Además, y en relación con los cambios 
de la PIO, se ha observado que 5-MCA-NAT puede producir su acción hipotensora 
activando un receptor MT2 aparte del receptor de melatonina MT3 previamente sugerido 
(Alarma-Estrany et al., 2011). 
 
Tratamiento continuado con 5-MCA-NAT en un modelo murino de 
glaucoma. 
En base al estudio farmacológico y al estudio de la evolución de la PIO en los 
ratones glaucomatosos, se decidió realizar este estudio aplicando 5-MCA-NAT a los 
ratones de un modo continuado. Para ello, se escogieron al azar 20 animales de 5 
meses de edad de capa cepa y se dividieron en dos grupos, control y tratados. Hay que 
destacar que, a los 5 meses de edad, la PIO de los ratones DBA/2J es similar a la del 
ratón C57BL/6J, por lo que no es posible saber a qué edad le subirá la PIO, ya que 
muestran diferencias entre ratones de la misma cepa. Esto hace que los grupos sean 
más homogéneos todavía. Al grupo tratado se les aplicó 5-MCA-NAT 3 veces a la 
semana durante 3 meses, desde el sexto al noveno mes. Estos experimentos 
demuestran una clara tendencia del 5-MCA-NAT a contrarrestar el aumento de la PIO 
observado en los animales no tratados. Aunque parece existir un efecto aparente desde 
la semana octava de tratamiento, no es estadísticamente significativo hasta las 2 últimas 
semanas. Es muy probable que con una aplicación diaria de este análogo de la 
melatonina y/o usando un número mayor de animales, los errores fueran menores y, en 
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consecuencia, las diferencias serían estadísticamente significativas más cerca del 
comienzo de aplicación del 5-MCA-NAT.  
Si esto pasara, la presión se contralaría mejor, y la evolución de la patología se 
pararía como pasa con otros tratamientos farmacológicos (Bhowmik, 2012). 
Aunando los experimentos realizados en ambos tipos de modelos animales, se 
ha demostrado la importancia de la melatonina y sus receptores en la regulación de la 
PIO y presumiblemente en la participación de la fisiopatología del glaucoma (Alcantara-
Contreras et al., 2011, Tosini et al., 2013).  
En este contexto, los resultados mostrados contribuyen a la misma idea 
mostrando que la melatonina y el 5-MCA-NAT aplicados en un modelo de glaucoma que 
desarrolla la patología sin modificaciones quirúrgicas, físicas o químicas, puede reducir 
la PIO en el modelo hipertensivo. 
Se ha descrito la acción de estos dos compuestos en animales normotensos 
como los conejos (Pintor et al., 2001, Pintor et al., 2003), o en condiciones hipertensas 
(Serle et al., 2004, Martinez-Aguila et al., 2013). La bajada de la PIO en modelos de 
hipertensión como los monos presentaron un patrón de reducción que fue distinto del 
observado en el presente modelo exfoliativo. En el modelo primate se necesitaban hasta 
3 días para observar reducciones de la PIO que fueran estadísticamente significativas 
(Serle et al., 2004). Este retraso, comparado con el efecto que se ha descrito en el 
presente trabajo puede ser debido, a parte de las diferencias entre especies y el modelo 
de hipertensión que difiere entre ambas especies (despigmentación frente laser 
fotocoagulador), al efecto a largo plazo que la melatonina y sus análogos ejercen sobre 
la PIO. Estos efectos a largo plazo se han descrito en el ojo, los cuales están debido 
principalmente a las modulación de los receptores de anhidrasa carbónicas y a la 
regulación de la expresión de los receptores adrenérgicos (Crooke et al., 2011, Crooke 
et al., 2012, Crooke et al., 2013). Con esta información se ha demostrado no sólo el 
efecto agudo y a largo plazo del 5-MCA-NAT en la PIO si no que un tratamiento durante 
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3 meses en una situación de glaucoma ayuda a aminorar la elevación de la PIO en 
nuestro modelo murino de glaucoma. 
Otro aspecto que es importante es comparar los resultados obtenidos con 
trabajos previos descritos en la literatura con respecto a la dosis y efectos observados. 
Por ejemplo, en pacientes con cataratas tratados con melatonina se pudo demostrar 
que las dosis orales de 10 mg pueden reducir la PIO 23% (Ismail and Mowafi, 2009). 
Estos autores sólo utilizan melatonina una vez, y además los pacientes son 
normotensos, y aun así la PIO se reduce significativamente. En el presente caso, la 
melatonina y la 5-MCA-NAT se aplican tópicamente y se realizan tantos experimentos 
agudos y a largo plazo. En valores absolutos, la reducción de la PIO cuando se aplica 
melatonina en la superficie ocular fue un 13% más efectiva que la de los seres humanos 
(23% de reducción en humanos normotensos vs. 32% en ratones glaucomatosos). Es 
necesario tener en cuenta que ambos mecanismos de administración proporcionarán 
concentraciones locales diferentes de melatonina, aunque la cantidad que es aplicada 
tópicamente por nosotros es de aproximadamente 50 ng.  
El tratamiento con la agomelatina en seres humanos glaucomatosos parece 
estar más cerca de nuestra idea de usar melatonina o análogos para reducir la PIO en 
ratones glaucomatosos. Como se ha comentado anteriormente, los autores 
proporcionaron una dosis diaria de 25 mg, y consiguieron una reducción promedio de la 
PIO del 30% a los 15 días después de iniciar el tratamiento y manteniéndose estable 
durante otros 15 días (Pescosolido et al., 2015). En nuestro caso, el tratamiento con 5-
MCA-NAT reduce la PIO sólo un 14% en comparación con los animales glaucomatosos 
no tratados, que no es una bajada tan marcada como la obtenida con agomelatina. La 
diferencia, aparte del mecanismo de administración, puede basarse en el hecho de que 
aplicamos 5-MCA-NAT 3 veces a la semana y no diariamente. Podría ser el caso que, 
si aplicamos el agente melatoninérgico más a menudo, los resultados en el tratamiento 
crónico aparecerían más temprano después de iniciarlo y la reducción de la PIO podría 
ser más fuerte. Sin embargo, el modelo más cercano al 5-MCA-NAT fue el realizado por 
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Serle y sus compañeros de trabajo (Serle et al., 2004). En este modelo, el compuesto 
se aplicó tópicamente en un volumen de 25 μl al 2% (aproximadamente 0,5 mg, 
equivalente a 73 mM) dos veces al día durante 5 días. En este caso, la PIO reducción 
fue del 20%. Comparativamente, nuestros resultados se obtuvieron con una 
concentración significativamente muy inferior de agentes melatoninérgicos que los 
aplicados en monos glaucomatosos. Es necesario aclarar que dichos animales fueron 
tratados con láser de fotocoagulación en la malla trabecular, por lo que dichas 
estructuras están alteradas. Parece claro que es necesario estudiar tanto la dosis más 
efectiva como la posología necesaria para obtener los mejores resultados. 
Un aspecto interesante a tener en cuenta son las aparentes altas 
concentraciones utilizadas para tratar los animales tanto para agonistas como para 
antagonistas. La fisiología ocular en relación con el drenaje lagrimal junto con la 
capacidad de las moléculas para pasar a través de la córnea (dependiendo de sus 
propiedades químicas), son pasos limitantes para la administración ocular de fármacos. 
Se ha demostrado que, con el fin de obtener concentraciones farmacológicamente 
activas de agonistas y antagonistas de melatonina en el humor acuoso, es necesario 
aplicarlos de forma tópica en concentraciones del rango micromolar como se ha descrito 
anteriormente (Alarma-Estrany et al., 2009). Por lo tanto, las concentraciones utilizadas 
son suficientes para estimular los receptores de melatonina dentro del ojo. Este aspecto 
es muy relevante cuando se trata de antagonistas, especialmente prazosin, que ha sido 
clasificado además de antagonista de MT3, del receptor adrenérgico α1 (Stokes and 
Weber, 1974). Dado que el adrenorreceptor mencionado puede contribuir a la regulación 
de la PIO como se describió anteriormente (Pintor, 2009), podría ser que la aplicación 
de prazosin pueda reflejar una acción sobre los receptores adrenérgicos α1, en lugar de 
sobre receptor MT3 de melatonina. Para aclarar este punto, en un artículo reciente 
hemos descrito que cuando prazosin se aplica tópicamente a concentraciones 
micromolares, la concentración intraocular de este antagonista está actuando 
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principalmente en el receptor de melatonina MT3 en lugar de en el α1 adrenérgico, 
descartando la posible interacción con el receptor adrenérgico (Huete-Toral et al., 2015). 
 
Localización de los receptores de melatonina en cuerpo ciliar y variación 
en el tiempo de la expresión de los genes de melatonina en ratones controles y 
glaucomatosos 
Para alcanzar este objetivo, se analizaron los cambios de expresión en los 
receptores de melatonina, MT1, MT2 y la proteína GPR50 en el cuerpo ciliar de un 
modelo de glaucoma, el ratón DBA/2J. En comparación con los animales control, la cepa 
de ratones C57BL/6J, el DBA/2J presentó una clara reducción en la expresión de todos 
los receptores estudiados, que disminuyeron concomitantemente con el avance de la 
patología. 
La importancia de los receptores de melatonina en el cuerpo ciliar está 
relacionada con su papel en el control de la homeostasis del humor acuoso. La 
presencia de melatonina MT1, MT2 y los receptores MT3 putativos en el cuerpo ciliar se 
han descrito en varios modelos (Alarma-Estrany and Pintor, 2007, Wiechmann and 
Summers, 2008, Pintor et al., 2003, Serle et al., 2004) regulando la producción y el 
drenaje del humor acuoso. Para su activación es necesaria la presencia de melatonina 
en el humor acuoso. La presencia de melatonina en este líquido se conoce desde 
mediados de los años 90 (Osborne, 1994, Osborne and Chidlow, 1994). Varios autores 
han estudiado los niveles de melatonina en él (Chiquet et al., 2006, Martin et al., 1992), 
pero sólo recientemente se ha podido demostrar que en el caso de PIO elevada, las 
concentraciones de melatonina también son altas. Los cambios relacionados con la 
hipertensión ocular se han observado en humanos y también en los ratones DBA/2J, 
donde los niveles de melatonina en el humor acuoso se encuentran aumentados 4 veces 
(Alkozi et al., 2017a). Este incremento de la concentración de melatonina junto con la 
elevación de la PIO está sugiriendo algún tipo de desacoplamiento entre la melatonina 
y sus receptores, ya que como se ha mencionado anteriormente la aplicación de 
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melatonina y sus derivados puede reducir la PIO tanto en modelos normotensos como 
hipertensos, incluido el ratón DBA/2J (Pintor et al., 2003, Martinez-Aguila et al., 2016). 
En el caso de las condiciones hipertensas oculares, se ha demostrado 
recientemente el papel de un canal TRPV4 en el control de la síntesis de melatonina en 
el cuerpo ciliar (Alkozi and Pintor, 2015). Este canal actúa como un sensor de presión 
que puede estimular la expresión de la enzima clave en la síntesis de melatonina, la 
arakilamina N-acetiltransferasa (AANAT) (Alkozi et al., 2017c), así como su fosforilación, 
ambos mecanismos que promueven la síntesis de melatonina en el cuerpo ciliar (Alkozi 
et al., 2017b). 
Los presentes resultados aportan algo de luz para explicar por qué los niveles 
de melatonina elevados en los ratones glaucomatosos siguen teniendo una PIO alta. En 
este sentido, hemos demostrado una reducción en la expresión de los receptores de 
melatonina en el cuerpo ciliar que puede explicar por qué, aunque las concentraciones 
en el humor acuoso de esta sustancia se incrementan, no es suficiente para reducir la 
PIO. Esta disminución en los receptores de melatonina con la edad, se ha encontrado 
también en las retinas de ratones C3H-f+/+, un modelo de ratón productor de melatonina  
(Baba et al., 2012) 
Entre las tres proteínas investigadas, el receptor de melatonina MT2 parece ser 
el más afectado por la reducción de sus niveles de expresión. Esto puede explicar, en 
parte, por qué la melatonina endógena es incapaz de reducir la PIO, sin embargo, 
también deben tenerse en cuenta los cambios en los receptores MT1 de la melatonina. 
Los experimentos realizados en ratones deficientes en MT1, mostraron elevaciones 
claras en la PIO (Alcantara-Contreras et al., 2011), con graves cambios en la 
supervivencia de las células ganglionares de la retina (Tosini et al., 2013). Además, es 
importante tener en cuenta que el receptor huérfano GPR50, que comparte el 45% de 
homología con receptores de melatonina, tiene una estrecha relación con los receptores 
de melatonina. Aunque el GPR50 no parece ser un receptor de melatonina, estando 
más relacionado con el metabolismo energético (Ivanova et al., 2008), puede formar 
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heterodímeros con los receptores MT1 y MT2 (Levoye et al., 2006). Como resultado, de 
tal dimerización, la actividad del receptor de melatonina MT1 se inhibe mientras que el 
dímero con el MT2 no modifica su actividad (Jockers et al., 2008). Dado que en la 
presente Tesis la expresión de GPR50 disminuye con el desarrollo de la patología en la 
misma proporción que el receptor MT1, y considerando los comentarios anteriores sobre 
la heteromerización, el receptor MT1 de melatonina estaría en desventaja, tanto por la 
reducción de su expresión como por la posible dimerización con la proteína GPR50. 
En resumen, la expresión de los receptores de melatonina decae con el 
desarrollo de la patología glaucomatosa. Esto implica que el efecto hipotensor fisiológico 
de la melatonina reduciendo la PIO ya no es posible en dicha condición. Una solución 
para estos cambios en la expresión de los receptores es la aplicación exógena de 
melatonina o cualquiera de sus análogos para permitir la activación de los restantes 
receptores de melatonina.  
La administración de melatonina, 5-MCA-NAT o agomelatina en un modelo 
exfoliativo de glaucoma tiene un efecto hipotensor agudo. Además, tenemos evidencias 
que apuntan a que la aplicación de 5-MCA-NAT regularmente a lo largo del desarrollo 
de la enfermedad reduce la elevación progresiva de la PIO observada en este modelo 
de glaucoma. Hay que destacar el papel no sólo de bajada de la PIO de los compuestos 
melatoninérgicos, si no el papel neuroprotector de los mismos. Se ha demostrado la 
eficacia de la melatonina y la agomelatina en la protección de los daños oxidativos 
retinianos causados por el glaucoma (Gressens et al., 2008, Srinivasan et al., 2011, 
Wongprayoon and Govitrapong, 2017, Ramos et al., 2017, Chumboatong et al., 2017) 
Todos estos efectos positivos protegerían a la retina del desarrollo ulterior de la 
patología, lo que hace que estos compuestos melatoninérgicos puedan expandir el 
repertorio actual de medicamentos usados para el tratamiento de la hipertensión ocular 
y puedan situarse como potenciales medicamentos para el tratamiento del glaucoma, 
tanto para el tratamiento de la PIO como para la protección retiniana necesaria.
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VI. CONCLUSIONES 
El objetivo de esta tesis ha sido profundizar en el conocimiento y la 
caracterización de los receptores de melatonina en la hipertensión ocular. Por lo tanto, 
de la presente Tesis Doctoral se extraen las siguientes conclusiones: 
1. Agomelatina disminuye la PIO en conejos albinos de la raza Nueva Zelanda 
en condiciones normotensas e hipertensas, actuando a través de los 
receptores de melatonina MT2 y MT3. 
2. En los ratones glaucomatosos DBA/2J la melatonina y sus análogos 5-MCA-
NAT y agomelatina reducen la PIO en mayor medida que en los ratones 
controles normotensos C57BL/6J, actuando principalmente a través del 
receptor de melatonina MT2 en el caso del 5-MCA-NAT. 
3. El tratamiento continuado con 5-MCA-NAT, con sólo 3 aplicaciones 
semanales durante 3 meses, contrarresta la subida de PIO propia del ratón 
glaucomatoso, disminuyéndola en un 14%. 
4. Existe una disminución de la expresión de los receptores de melatonina MT1, 
MT2 y GPR50 con la evolución de la patología glaucomatosa que impide que 
la melatonina endógena pueda contrarrestar el aumento de la PIO. 
5. Los compuestos melatoninérgicos son unos buenos candidatos para el 
tratamiento del glaucoma, dado su efecto sobre la PIO y su acción 
neuroprotectora, aún sin la mejor formulación oftálmica. 
. 
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ALEJANDRO MARTINEZ AGUILA; Candela Rodriguez Pomar; Amaia 
Martín Hermoso; ALBA MARTIN GIL; JESUS JERONIMO PINTOR 
JUST; JUAN GONZALO CARRACEDO RODRIGUEZ. 
• Título del trabajo: Efecto de la ortoqueratología sobre signos y síntomas 
de ojo seco: Comparación entre un grupo de pacientes neófitos y 
antiguos usuarios de lentes hidrofílicas. Nombre del congreso: OPTOM 
2016 Tipo evento: Congreso Ámbito geográfico: Internacional no UE Tipo 
de participación: Ponencia Ciudad de celebración: España Fecha de 
celebración: 08/04/2016 Ciudad entidad organizadora: MADRID, España 
ALBA MARTIN GIL; BEGOÑA FONSECA VAZQUEZ; ALEJANDRO 
MARTINEZ AGUILA; JESUS JERONIMO PINTOR JUST; JUAN 
GONZALO CARRACEDO RODRIGUEZ. 
• Título del trabajo: La presión intraocular elevada aumenta los niveles de 
melatonina en el humor acuoso. Nombre del congreso: OPTOM 2016 
Tipo evento: Congreso Ámbito geográfico: Internacional no UE Tipo de 
participación: Póster Ciudad de celebración: España Fecha de 
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celebración: 08/04/2016 Ciudad entidad organizadora: MADRID, España 
Hanan Awad Alkozy; Juan Sanchez Naves; MARIA JESUS PEREZ DE 
LARA; JUAN GONZALO CARRACEDO RODRIGUEZ; BEGOÑA 
FONSECA VAZQUEZ; ALEJANDRO MARTINEZ AGUILA; JESUS 
JERONIMO PINTOR JUST. 
• Título del trabajo: Melatonin and its synthesising inzyme increses under 
ocular hypertension and glacomatous conditions Nombre del congreso: 
ARVO 2015 Tipo evento: Congreso Ámbito geográfico: Internacional no 
UE Tipo de participación: Póster Ciudad de celebración: Denver CO, 
Estados Unidos de América Fecha de celebración: 03/05/2015 Ciudad 
entidad organizadora: Estados Unidos de América HANAN AWAD 
ALCOZI; MARIA JESUS PEREZ DE LARA; JESUS JERONIMO PINTOR 
JUST; ALEJANDRO MARTINEZ AGUILA; BEGOÑA FONSECA 
VAZQUEZ. 
• Título del trabajo: LASIK VS PRK: A COMPARATIVE STUDY OF THE 
OCULAR SURFACE INTEGRITY WITH CONFOCAL MICROSCOPY 
Nombre del congreso: CIOCV 15 Tipo evento: Congreso Ámbito 
geográfico: Internacional no UE Tipo de participación: Póster Ciudad de 
celebración: Braga, Portugal Fecha de celebración: 25/04/2015 Ciudad 
entidad organizadora: Portugal ALEJANDRO MARTINEZ AGUILA; ALBA 
MARTIN GIL; Alberto Rodero; Miguel Ángel Teus; JESUS JERONIMO 
PINTOR JUST; JUAN GONZALO CARRACEDO RODRIGUEZ. 
• Título del trabajo: Estudio comparativo de la integridad de la superficie 
ocular en pacientes tras cirugía refractiva. Lasik vs prk Nombre del 
congreso: Viser 2014 Tipo evento: Congreso Ámbito geográfico: 
Internacional no UE Ciudad de celebración: España Fecha de 
celebración: 22/11/2014 Ciudad entidad organizadora: SANTIAGO, 
España ALBA MARTIN GIL; Melisa Subero; BEGOÑA FONSECA 
  
169 
 ANEXO 
VAZQUEZ; ALEJANDRO MARTINEZ AGUILA; JESUS JERONIMO 
PINTOR JUST; JUAN GONZALO CARRACEDO RODRIGUEZ. 
• Título del trabajo: ¿Son los nucleótidos procedentes del cristalino 
responsables del desarrollo del glaucoma? Nombre del congreso: Viser 
2014 Tipo evento: Congreso Ámbito geográfico: Internacional no UE Tipo 
de participación: Póster Ciudad de celebración: España Fecha de 
celebración: 22/11/2014 Ciudad entidad organizadora: SANTIAGO, 
España Hanan Awad Alkozy; ALBA MARTIN GIL; BEGOÑA FONSECA 
VAZQUEZ; MARIA JESUS PEREZ DE LARA; ALEJANDRO MARTINEZ 
AGUILA; JESUS JERONIMO PINTOR JUST. 
• Título del trabajo: Evaluación in vitro e in vivo de la liberación de 
diadenosin tetrafosfato desde lentes de contacto convencionales Nombre 
del congreso: ViSER 2014 Tipo evento: Congreso Ámbito geográfico: 
Internacional no UE Ciudad de celebración: España Fecha de 
celebración: 22/11/2014 Ciudad entidad organizadora: SANTIAGO, 
España BEGOÑA FONSECA VAZQUEZ; ALBA MARTIN GIL; JUAN 
GONZALO CARRACEDO RODRIGUEZ; ANA ISABEL GUZMAN 
ARANGUEZ; ALEJANDRO MARTINEZ AGUILA; CARMEN OLALLA 
DOMINGUEZ GODINEZ; José María González Meíjome; JESUS 
JERONIMO PINTOR JUST. 
• Título del trabajo: El análogo de melatonina agomelatina reduce la 
presión intraocular en conejos con tensión normal e hipertensos. Nombre 
del congreso: ViSER 2014 Tipo evento: Congreso Ámbito geográfico: 
Internacional no UE Ciudad de celebración: España Fecha de 
celebración: 22/11/2014 Ciudad entidad organizadora: SANTIAGO, 
España ALEJANDRO MARTINEZ AGUILA; BEGOÑA FONSECA 
VAZQUEZ; ALBA MARTIN GIL; JUAN GONZALO CARRACEDO 
RODRIGUEZ; Antonio Bergua; JESUS JERONIMO PINTOR JUST. 
  
170 
 ANEXO 
• Título del trabajo: Melatonin, IIK7 and 5-MCA-NAT potentiate adrenergic 
receptor-mediated ocular hypotensive effects in rabbits: significance for 
combination theraphy in glaucoma Nombre del congreso: ARVO 2014> 
Tipo evento: Congreso Ámbito geográfico: Internacional no UE Tipo de 
participación: Póster Ciudad de celebración: Orlando, FL, Estados Unidos 
de América Fecha de celebración: 04/05/2014 Ciudad entidad 
organizadora: Estados Unidos de América ALEJANDRO MARTINEZ 
AGUILA; ALMUDENA CROOKE ALVAREZ; FERNANDO HUETE 
TORAL; ALBA MARTIN GIL; BEGOÑA FONSECA VAZQUEZ; JESUS 
JERONIMO PINTOR JUST. 
• Título del trabajo: Hypotensive effect of melatonin a its analogues in 
different animal models. Nombre del congreso: ARVO 2014 Tipo evento: 
Congreso Ámbito geográfico: Internacional no UE Tipo de participación: 
Póster Ciudad de celebración: Orlando FL, Estados Unidos de América 
Fecha de celebración: 04/05/2014 Ciudad entidad organizadora: Estados 
Unidos de América HANAN AWAD ALCOZI; ALEJANDRO MARTINEZ 
AGUILA; BEGOÑA FONSECA VAZQUEZ; ALMUDENA CROOKE 
ALVAREZ; MARIA JESUS PEREZ DE LARA; JESUS JERONIMO 
PINTOR JUST. 
• Título del trabajo: Participation of P2Y2 and P2Y6 purinergic receptors in 
the physio pathology of glaucoma. Nombre del congreso: ARVO 2014 
Tipo evento: Congreso Ámbito geográfico: Internacional no UE Tipo de 
participación: Póster Ciudad de celebración: Orlando FL, Estados Unidos 
de América Fecha de celebración: 04/05/2014 Ciudad entidad 
organizadora: Estados Unidos de América BEGOÑA FONSECA 
VAZQUEZ; ALEJANDRO MARTINEZ AGUILA; MARÍA PEREZ DE 
LARA; ALMUDENA CROOKE ALVAREZ; JESUS JERONIMO PINTOR 
JUST. 
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• Título del trabajo: Melatonin analogue Agomelatine reduces intraocular 
pressure in rabbit with normotensive and hypertensive conditions. 
Nombre del congreso: AOPT - The Association for Ocular Pharmacology 
and Therapeutics Tipo evento: Congreso Ámbito geográfico: 
Internacional no UE Tipo de participación: Póster Ciudad de celebración: 
España Fecha de celebración: 07/02/2013 Ciudad entidad organizadora: 
ALICANTE, España ALEJANDRO MARTINEZ AGUILA; BEGOÑA 
FONSECA VAZQUEZ; ALBA MARTIN GIL; FERNANDO HUETE 
TORAL; ALMUDENA CROOKE ALVAREZ; JESUS JERONIMO PINTOR 
JUST. 
• Título del trabajo: Tear secretion induced by carbachol is mediated by 
AP4A release Nombre del congreso: AOPT 2013 Tipo evento: Congreso 
Ámbito geográfico: Internacional no UE Tipo de participación: Póster 
Ciudad de celebración: España Fecha de celebración: 07/02/2013 
Ciudad entidad organizadora: ALICANTE, España BEGOÑA FONSECA 
VAZQUEZ; ALEJANDRO MARTINEZ AGUILA; ALBA MARTIN GIL; 
MIGUEL DIAZ HERNANDEZ; FERNANDO HUETE TORAL; ALMUDENA 
CROOKE ALVAREZ; JESUS JERONIMO PINTOR JUST. 
• Título del trabajo: Traficcking of aquaporin-1 mediated by AP4A in rabbit 
non pigmented ciliary ephitelial cells: Involvement of P2Y2 receptor in IOP 
raise Nombre del congreso: AOPT 2013 Tipo evento: Congreso Ámbito 
geográfico: Internacional no UE Tipo de participación: Póster Ciudad de 
celebración: España Fecha de celebración: 07/02/2013 Ciudad entidad 
organizadora: ALICANTE, España ALBA MARTIN GIL; BEGOÑA 
FONSECA VAZQUEZ; ALEJANDRO MARTINEZ AGUILA; ALMUDENA 
CROOKE ALVAREZ; FERNANDO HUETE TORAL; JESUS JERONIMO 
PINTOR JUST. 
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• Título del trabajo: Melatonin and its analogue 5-MCA-NAT potentiate the 
Ocular hypotensive effect mediated by adrenergic receptors: significance 
for Glaucoma treatment Nombre del congreso: AOPT 2013 Tipo evento: 
Congreso Ámbito geográfico: Internacional no UE Tipo de participación: 
Ponencia Ciudad de celebración: España Fecha de celebración: 
07/02/2013 Ciudad entidad organizadora: ALICANTE, España 
FERNANDO HUETE TORAL; BEGOÑA FONSECA VAZQUEZ; 
ALEJANDRO MARTINEZ AGUILA; ALBA MARTIN GIL; JESUS 
JERONIMO PINTOR JUST. 
• Título del trabajo: Topical application of anti-depressant compound 
agomelatine, a melatonin analogue, reduces intraocular pressure Nombre 
del congreso: ARVO 2012 Tipo evento: Congreso Ámbito geográfico: 
Internacional no UE Tipo de participación: Póster Ciudad de celebración: 
Fort Lauderdale, Florida, Estados Unidos de América Fecha de 
celebración: 06/05/2012 Ciudad entidad organizadora: Estados Unidos 
de América JESUS JERONIMO PINTOR JUST; ALEJANDRO 
MARTINEZ AGUILA. 
• Título del trabajo: 5-MCA-NAT reduces carbonic anydrases expression 
by means of MT3 melatonin receptors Nombre del congreso: ARVO 2011 
Tipo evento: Congreso Ámbito geográfico: Internacional no UE Tipo de 
participación: Póster Ciudad de celebración: Fort Lauderdale, Florida, 
Estados Unidos de América Fecha de celebración: 30/04/2011 Ciudad 
entidad organizadora: Estados Unidos de América MARIA ASUNCION 
PERAL CERDA; ALMUDENA CROOKE ALVAREZ; FERNANDO HUETE 
TORAL; ALEJANDRO MARTINEZ AGUILA; MARIA PILAR ALARMA 
ESTRANY; JESUS JERONIMO PINTOR JUST. 
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PATENTES (2) 
Uso de compuestos melatoninérgicos para tratar la superficie ocular. JESUS 
JERONIMO PINTOR JUST; JUAN GONZALO CARRACEDO RODRIGUEZ; BEGOÑA 
FONSECA VAZQUEZ; ALEJANDRO MARTINEZ AGUILA. P201500545/5. 
OCUPHARM SL 
Uso de un análogo de la melatonina para la reducción de la presión intraocular. 
JESUS JERONIMO PINTOR JUST; ALEJANDRO MARTINEZ AGUILA; ANTONIO 
BERGUA; P201101173. Universidad Complutense de Madrid 
 
 
 
